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RINGKASAN

Eva Rachmi. NIM. 117070100011051. Program Doktor limu Kedokteran.
Fakultas Kedokteran. Universitas Brawijaya. Malang. Efek afzelin terhadap
penghambatan migrasi dan peningkatan apoptosis sel kanker payudara MDA-
MB-231, melalui hambatan FAK dan RAC1. Komisi pembimbing: Prof. Dr. dr.
Loeki Enggar Fitri, M.Kes., Sp.ParK. (ketua); Agustina Tri Endharti, S.Si., PhD.
(anggota 1); Dr. dr. Basuki B. Purnomo, SpU.(K).(anggota 2)

Rendahnya angka harapan hidup pasien kanker payudara berhubungan erat
dengan metastasis, karena menyebabkan gagalnya fungsi organ vital dan
menghasilkan klonal yang resisten dan agresif. Hal ini menunjukkan terapi
kanker payudara tidak cukup hanya menargetkan pada tumor primer melalui
pendekatan sitotoksik tetapi juga perlu dikembangkan penghambat invasi dan
metastasis. Penghambatan metastasis menjadi tantangan karena tiap tahapan
dalam cascade ini membutuhkan unsur dan kondisi yang berbeda. Pada hampir
semua tahapan metastasis terdapat karakteristik yang sama yaitu kemampuan
sel metastatik untuk migrasi, yang dapat menjadi target dalam menghambat
metastasis.

Tanpa memandang pemicunya, pemegang peran kunci migrasi sel kanker
adalah pensinyalan integrin, yang mengaktifkan pembentukan protrusi sel dan
focal adhesion. Focal adhesion dibentuk oleh sekitar 200 protein, dengan salah
satu komponen enzimatik kunci yaitu focal adhesion kinase (FAK). Protein FAK
tersebut meningkat ekspresinya pada kanker payudara, dan berhubungan
dengan agresivitas dan prognosis yang buruk. Pembentukan protrusi sel berupa
lamellipodia berperan sebagai traksi sel, yang regulasi utamanya diatur oleh
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Racl). Pada kanker payudara
invasif, Racl mengalami over ekspresi yang dihubungkan dengan kebutuhan
sel kanker untuk migrasi. Selain meningkatkan migrasi, overekspresi FAK dan
Racl juga berhubungan dengan resistensi apoptosis pada sel kanker. Afzelin
(kaempferol 3-O-rhamnosida) merupakan salah satu jenis flavonol glikosida.
Kemampuan afzelin sebagai anti kanker ditunjukkan dengan kemampuannya
menginduksi caspase cascade pada kanker prostat dan kanker payudara tipe
luminal, serta menghambat proliferasi kanker prostat. Sebagaimana flavonoid,
struktur inti afzelin yang mirip adenin menyebabkan afzelin menarik untuk
dieksplorasi kemampuannya untuk menghambat fosforilasi protein FAK dan
Rac-1, yang berperan dalam migrasi dan apoptosis sel. Oleh karena itu,
penelitian ini ditujukan untuk membuktikan potensi afzelin dalam menghambat
migrasi dan meningkatkan apoptosis kanker payudara subtipe triple negative
(TNBC), yang merupakan jenis kanker payudara yang agresif dan metastatik.
Sebagai model TNBC dipilih sel kanker payudara M.D. Anderson - Metastatic
Breast-231 (MDA-MB 231).



Pembuktian dilakukan secara in vitro dengan rancangan penelitian post-test
only with control group design. Pengaruh pemberian afzelin pada MDA-MB 231
diukur pada hambatan penutupan zona bebas pada uji migrasi scratch wound
closure, serta pembentukan adhesi fokal yang diamati melalui pewarnaan
imunofluoresen di bawah miroskop konfokal. Efek afzelin pada apoptosis diukur
dengan flow cytometry sel yang diwarnai annexin V/propidium iodide.
Pengaruh afzelin terhadap kadar FAK teraktivasi diklarifikasi menggunakan
Western blotting, sedangkan kadar Racl teraktivasi diamati menggunakan
GLISA. Kecuali data focal adhesion yang bersifat kualitatif, hasil yang didapat
adalah data kuantitatif yang selanjutnya diuji secara statistik melalui uji ANOVA
dengan post hoc Tukey.

Afzelin terbukti mampu menurunkan viabilitas sel MDA-MB-231 dengan IC50
992 ug/ml. Hasil ini sejalan dengan peningkatan apoptosis yang mengikuti
peningkatan konsentrasi afzelin. Pada uji migrasi scratch wound closure, afzelin
menghambat migrasi dua dimensi, yang dibuktikan dengan penurunan jumlah sel
yang migrasi ke area bebas sel maupun penurunan persentase area yang tertutup
sel pada jam ke-24 dan ke-48. Mekanisme inhibisi migrasi oleh afzelin dieksplorasi
berdasar pembentukan focal adhesion yang ditandai oleh perubahan lokasi
vinculin-di tepi sel. Focal adhesion yang terbentuk tampak semakin samar dan
kecil seiring dengan peningkatan konsentrasi afzelin, dengan kecenderungan
yang sama dengan penurunan migrasi sel dua dimensi. Lebih lanjut, afzelin
menurunkan ekspresi FAK dan FAK Tyr397 terfosforilasi secara bermakna
dibanding kontrol negatif pada konsentrasi 800 pg/ml, serta menurunkan aktivasi
Rac1 mulai konsentrasi yang lebih kecil yaitu 400 pg/ml.

Dalam penelitian ini, peningkatan apoptosis berhubungan dengan penurunan
ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 secara substansial, sehingga FAK dan
aktivasinya diduga berperan penting dalam menyebabkan apoptosis.
Penghambatan migrasi sel berhubungan secara moderat dengan penurunan
ekspresi FAK dan penurunan aktivasi Racl tetapi berhubungan lemah dengan p-
FAK Tyr397, yang memunculkan dugaan afzelin bekerja pada target lain dalam
inhibisi migrasi selain menghambat kerja kinase FAK dalam autofosforilasi residu
Tyr397. Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa afzelin berpotensi
meningkatkan apoptosis dan menghambat migrasi pada TNBC yang memiliki
karakteristik seperti sel MDA-MB-231, melalui penurunan p-FAK Tyr397 dan
aktivasi Racl.

Kata Kunci: Afzelin, apoptosis, migrasi, focal adhesion, FAK, Racl
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SUMMARY

Eva Rachmi. NIM. 117070100011051. The doctoral program of medical
science. Faculty of Medicine. Universitas Brawijaya. Malang. Effects of afzelin
on inhibiting migration and increasing apoptosis of MDA-MB-231 breast cancer
cells, through inhibition of FAK and RAC1. Supervising commission: Prof. Dr. dr.
Loeki Enggar Fitri, M.Kes., Sp.ParK. (chairman), Agustina Tri Endharti, S.Si.,
PhD., and Dr. dr. Basuki B. Purnomo, SpU.(K) (members).

The low survival rate of breast cancer patients is closely linked to
metastasis, which causes the dysfunction of vital organs and produces
resistant and aggressive clonal. This phenomenon shows that breast cancer
therapy is not sufficient to just targeting primary tumors through cytotoxic
approaches but also in urgent need to develop invasion and metastasis
intervention. The inhibition of metastasis is challenging because each stage in
this cascade requires different elements and conditions. Nevertheless, the
migration ability of metastatic cells is a characteristic that exists in almost all
stages, which can be targeted for metastasis inhibition.

Regardless of the stimuli, the central player of cancer cell migration is
integrin signaling, which activates the formation of cell protrusions and focal
adhesion. Focal adhesion is formed by around 200 proteins, with focal
adhesion kinase (FAK) as one of the enzymatic components. FAK and Racl
also contribute to apoptosis resistance of cancer cells. The protein is
overexpressed in breast cancer and associated with aggressiveness and poor
prognosis. Cell protrusion formation in the form of lamellipodia provides cell
traction, mainly regulated by Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
(Racl). Racl is overexpressed in invasive breast cancer, which correlates
with cell migration requirements.

Afzelin (kaempferol 3-O-rhamnoside) is one of the flavonol glycosides. The
potency of afzelin as an anti-cancer was shown by its ability to induce caspase
cascade in prostate cancer and luminal breast cancer, as well as inhibiting the
proliferation of prostate cancer. Similar to another flavonoid, afzelin has a core
structure that mimics adenine, which makes it a good candidate for inhibition
of protein phosphorylation, particularly FAK and Rac-1.

The inhibitory effect of afzelin should be observed directly at the protein
level, but also need to be demonstrated at the cellular level in the form of
apoptosis, migration, and focal adhesion formation. This study aimed to prove
afzelin potential in inhibiting the migration of triple-negative breast cancer
(TNBC), which is an aggressive and metastatic subtype of breast cancer.
Medical doctor Anderson - metastatic breast-231 (MDA-MB-231) breast
cancer cells selected as a model of TNBC. The investigation was conducted in
vitro through the post-test only control group study design. Effect of afzelin to
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MDA-MB 231 cell migration was evaluated on free zone closure during the
scratch wound test, as well as focal adhesion formation that evaluated through
immunofluorescent staining which observed under confocal microscopy. The
effects of afzelin on apoptosis were measured by DNA ladder assay and flow
cytometry of annexin V/propidium iodide-tagged cells. Afzelin's influence on
activated FAK level was clarified using ELISA, while the levels of the activated
Racl was observed using the G-LISA. Except focal adhesion formation which
gualitatively analyzed, the rest dependent variables were be analyzed
statistically by ANOVA, followed by Tukey post hoc analysis.

Afzelin reduced the viability of MDA-MB-231 cells with IC50 992 ug/ml.
These results were in line with the increase of apoptosis along with the
increase of afzelin concentration. In the scratch wound closure migration test,
afzelin inhibits two-dimensional migration, as demonstrated by the decrease of
the number of cells in the cell-free areas and the decrease of the percentage
of cell-covered areas at 24 and 48 hours. The mechanism of inhibition of
migration by afzelin is explored based on the formation of focal adhesion
which is characterized by re-location of vinculin at the cell edge. The focal
adhesion that is formed appears to be increasingly equivocal and smaller with
increasing afzelin concentration. Furthermore, afzelin significantly reduced
FAK expression and FAK Tyr397 phosphorylated compared to negative
controls at a concentration of 800 ug/ml and decreased Rac1 activation at a
lower concentration of 400 pg/ml.

In this study, the increase of apoptosis was substantially associated with
the decrease of FAK expression and p-FAK Tyr397, hence FAK and its
activation were thought to play an important role in the apoptosis mechanism.
Inhibition of cell migration was moderately related to the decrease of FAK
expression and the decrease of Racl activation but is weakly related to p-FAK
Tyr397, which raises the possibility that afzelin acts on other targets in
migration inhibition apart from inhibiting the action of FAK kinase in
autophosphorylation of the Tyr397 residue. The conclusion of this study was
afzelin has the potential to increase apoptosis and inhibit migration in TNBC
which has similar characteristics as MDA-MB-231 cells, through the decrease
of p-FAK Tyr397 and Rac1 activation.

Keywords: Afzelin, apoptosis, migration, focal adhesion, FAK, Racl
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Kanker payudara mendominasi kanker pada wanita serta menjadi
penyebab utama kematian akibat kanker di 135 negara (Bray et al., 2018). Dalam
rentang tahun 2002 — 2008, insiden kanker payudara di dunia meningkat 20,17%,
dengan peningkatan di negara berkembang jauh lebih tinggi (34,49%) dibanding
negara maju (8,83%). Jumlah kematian akibat kanker payudara juga meningkat
di negara berkembang (21,67%), sedangkan di negara maju justru mengalami
penurunan (0,2%) (Jemal et al., 2011; Bray et al., 2012).

Kemajuan terapi kanker payudara menyebabkan peningkatan angka
bertahan hidup 5 tahun pertama setelah diagnosis (5 year overall survival/OS)
hingga mencapai 89,7% di Amerika Serikat dan 90% di Inggris dan Wales, serta
angka kematian per 100.000 wanita akibat kanker payudara pertahun mengalami
kecederungan penurunan secara konsisten, yaitu 31,6 (tahun 1992) menjadi 25,6
(tahun 2002); dan pada tahun 2012 menjadi 21,3. Namun survei yang sama
menunjukkan peluang untuk bertahan hidup pada 5 tahun pertama menurun
seiring dengan invasi regional (84,9%) dan metastasis jauh (25,9%) dibandingkan
kanker payudara terlokalisir (98%) (Cancer Research UK, 2015; Howlader et al.,
2016). Angka bertahan hidup juga semakin menurun seiring dengan waktu sejak
terdiagnosis yaitu 80% setelah 10 tahun dan 65 % setelah 20 tahun (Cancer
Research UK, 2015). Hal ini menunjukkan bahwa untuk mencapai angka bertahan
hidup dan masa bebas kanker payudara yang maksimal masih menjadi tantangan.

Dari berbagai subtipe kanker payudara, triple negative breast cancer
(TNBC) mempunyai prognosis yang paling buruk dan cenderung metastatik

(Ovcaricek et al., 2011; Dai et al., 2015). TNBC mempunyai kecenderungan
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metastasis ke organ viseral dan susunan saraf pusat, dan jarang ke tulang (Anders
dan Carey, 2009). Perkembangan saat ini, kemoterapi memberi respon patologis
lengkap yang lebih tinggi dibanding subtipe reseptor hormon positif. Angka
kematian dan rekurennya paling tinggi pada tiga tahun pertama, lalu menurun
drastis setelah periode lima tahun sejak terdiagnosis (Pogoda et al., 2013). Tetapi
apabila telah terjadi metastasis, maka prognosisnya sangat buruk dengan median
OS hanya 13 bulan (Bacalbasa dan lonescu, 2016).

Metastasis merupakan proses yang cukup komplek, yang melibatkan
serangkaian kejadian yang disebut cascade invasi-metastasis (Valastyan et al.,
2011). Untuk metastasis, sel kanker harus mampu memisahkan diri dari tumor
primer (invasi lokal), memasuki aliran darah (intravasasi), bertahan saat transport
dalam pembuluh darah, stasis pada organ jauh, keluar dari aliran darah
(ekstravasasi), mikrometasasis dan kolonisasi pada organ target (Parikova et al.,
2010). Penghambatan metastasis menjadi tantangan karena tiap tahapan dalam
cascade ini membutuhkan unsur dan kondisi yang berbeda, terjadi pada lokasi
yang berbeda, dan pada seorang pasien sulit untuk menetapkan tahapan
metastasis mana yang terjadi pada satu waktu. Walaupun demikian, terdapat
karakteristik yang sama pada hampir semua tahapan yaitu kemampuan sel
metastatik untuk migrasi yang dapat menjadi target dalam menghambat
metastasis (Mackay, 2008; Wells et al., 2013a).

Migrasi sel TNBC terjadi melalui siklus migrasi yang terdiri dari
pembentukan protrusi membran, pembentukan focal adhesion, sekresi protease
matrik ekstra seluler (MES), kontraksi stress fiber, dan retraksi bagian belakang
sel (Friedl dan Wolf, 2003). Siklus ini dapat dipicu oleh faktor pertumbuhan,
hipoksia (Nagelkerke et al., 2013) dan MES yang lunak (Gu et al., 2014). Dalam
regulasi siklus migrasi ini, focal adhesion kinase dan Racl-GTPase (yang

selanjutnya disebut sebagai Racl) berperan penting. FAK berfungsi sebagai
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protein adaptor pembentukan focal adhesion dan Racl sebagai modulator
pengaturan sitoskeletal dalam pembentukan lamellipodia. Hiperaktivasi kedua
protein ini sering didapatkan pada berbagai kanker padat (Yoon dan Dehart et al.,
2015; Lou et al., 2018), baik karena input hulu abnormal, ekspresi berlebihan, atau
kelainan regulasi degradasi (De et al., 2019). Ekspresi berlebihan FAK dan Racl
berhubungan dengan hambatan apoptosis (Jeong et al., 2002; Zhang et al., 2004,
Walker et al., 2016). Pada TNBC, kelainan regulasi FAK (Golubovskaya et al.,
2014) dan Racl (Tsai et al.,, 2015) berhubungan dengan peningkatan invasi,
metastasis, dan prognosis buruk. Inhibisi invasi TNBC dapat dicapai melalui
penekanan aktivasi FAK (Taliaferro-Smith et al., 2015) atau Racl (Morimura dan
Takahashi, 2011).

Afzelin merupakan salah satu jenis flavonol glikosida. Berbeda dengan
bentuk aglikon-nya yaitu kaempferol, afzelin mempunyai gugus O-rhamnosida
pada posisi C3 sehingga disebut juga sebagai kaempferol 3-O-rhamnosida.
Menurut basis data KNAPSACK, afzelin terdapat pada setidaknya 56 tumbuhan
(Afendi et al., 2012). Di Indonesia, afzelin teridentifikasi pada 6 tumbuhan yaitu
Schima wallichii (puspa) (Diantini et al., 2012), Garcinia bancana (manggis hutan),
Piper umbellatum (lemba), Zingiber zerumbet (lempuyang gajah) (Basis data
tanaman obat Indonesia, diakses Oktober 2019), Moringa oleifera (kelor) (Lagurin
et al., 2017), dan Pometia pinnata (matoa) (Utari et al., 2019). Walaupun belum
ada pembahasan spesifik tentang afzelin pada bagian tertentu tumbuhan, afzelin
mungkin bisa ditemukan pada semua bagian tumbuhan terutama yang berperan
pada fotosintesis, sebagaimana halnya flavonoid secara umum (Shashank dan
Abhay, 2013).

Afzelin menunjukkan potensi sebagai anti kanker. Pada kultur sel payudara
subtipe reseptor estrogen positif, afzelin meningkatkan apoptosis melalui aktivasi

caspase cascade (Diantini et al., 2012). Kemampuan afzelin mengaktifkan
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caspase cascade juga diperlihatkan pada kanker prostat yang sensitif androgen
(Halimah et al., 2015). Selain itu, afzelin mampu menghambat proliferasi dan siklus
sel kanker prostat baik yang sensitif androgen ataupun tidak. Potensi ini
disebabkan oleh hambatan beberapa properti yang berhubungan erat dengan
fungsi sitoskeleton aktin, yaitu enzim LIM (Lin-11, Isl-1 and Mec-3) domain kinase
1 (LIMK 1), Rho GTPase myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding kinase
a (MRCKa), dan Rho-associated coiled-coil containing protein kinase (ROCK)1
dan ROCK2 (Zhu et al., 2015), sehingga penghentian siklus sel oleh afzelin secara
bersamaan juga menghambat motilitas sel. Afzelin mempunyai kesamaan dengan
flavonol lain yaitu struktur yang mirip adenin, sehingga diprediksi dapat
berkompetisi dengan ATP pada ATP-binding enzyme. Adanya tambahan gugus
rhamnosida membuat struktur afzelin lebih unik sehingga mungkin dapat
menghambat kinase dengan lebih selektif (Smith et al., 2005; Utepbergenov et al.,
2012).

Penelitian pendahuluan dilakukan secara in silico menggunakan piranti
lunak PyRx yang mengkombinasi Autodock 4.2 dan Vina (Dallakyan dan Olson,
2015). Berdasar hasil pengujian ini, interaksi afzelin dengan beberapa protein
yang terlibat dalam pembentukan protrusi sel menunjukkan afinitas yang tinggi
terhadap Racl (-11 kcal/mol) dan FAK (-9,0 kcal/mol). Afinitas tertinggi afzelin
terhadap Rac1 adalah pada ‘saku’ lokasi ikatan ligand Vav-guanine nucleotide-
exchange factor (Vav-GEF). Ligand ini berfungsi untuk aktivasi Racl melalui
substitusi ikatan guanosine diphosphate (GDP) dengan guanosine triphosphate
(GTP) (Fernandez-Espartero et al., 2013). Hambatan ikatan Racl dengan Vav-
GEF oleh afzelin akan menghambat aktivasi Racl tersebut. Ikatan afzelin dengan
FAK menunjukkan afinitas tertinggi pada domain FERM, yang diduga menjadi
penerima sinyal awal aktivasi FAK (Dunty et al., 2004; Lim et al., 2008). Selain itu,

afinitas afzelin terhadap residu tirosin ke-397 (Y-397), yang merupakan lokasi
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autofosforilasi FAK, juga cukup tinggi (-8,3 kcal/mol). Oleh karena itu, afzelin
kemungkinan besar dapat menghambat aktivasi FAK dan Racl secara in vitro.
Namun, tidak menutup kemungkinan afzelin dapat menghambat ekspresi FAK
maupun Rac-1. Selain itu, hambatan afzelin terhadap FAK dan Racl serta peran
kedua protein tersebut dalam resistensi apoptosis pada sel kanker mungkin dapat
menjelaskan kemampuan afzelin meningkatkan ekspresi caspase-3, -6, dan -9
pada sel kanker prostat dan payudara MCF-7. Oleh karena itu, bila afzelin terbukti
dapat menghambat ekspresi atau aktivasi FAK dan aktivasi Racl pada sel kultur
MDA-MB-231, kemungkinan afzelin juga dapat menginduksi terjadinya apoptosis.

Untuk itu, kemampuan afzelin dalam menghambat migrasi dan
meningkatkan apoptosis pada sel kanker payudara tipe TNBC. perlu dibuktikan,
melalui hambatan aktvasi FAK dan Racl. Penghambatan ini akan dibuktikan pada
sel M.D. Anderson - Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231), sebagai model TNBC
yang karakteristiknya telah dieksplorasi secara mendalam dan paling sering

digunakan dalam penelitian (Volk-Draper dan Rajput, 2012).

1.2 Rumusan masalah penelitian
1.2.1 Masalah penelitian
Berdasarkan uraian sub bab latar belakang, rumusan masalah yang
muncul adalah apakah afzelin memiliki potensi menghambat migrasi dan
meningkatkan apoptosis sel kanker payudara MDA-MB-231, melalui

penurunan aktivasi FAK dan Racl1?

1.2.2 Sub masalah penelitian
Sub masalah yang diidentifikasi dalam penelitian ini adalah
1. Apakah pemberian afzelin dapat menurunkan viabilitas sel kanker

payudara MDA-MB-231?
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2. Apakah pemberian afzelin dapat meningkatkan apoptosis sel kanker
payudara MDA-MB-231?

3. Apakah pemberian afzelin dapat menurunkan migrasi sel kanker
payudara MDA-MB-2317?

4. Apakah pemberian afzelin dapat menurunkan pembentukan focal
adhesion pada sel kanker payudara MDA-MB-231 ?

5. Apakah pemberian afzelin dapat menurunkan aktivasi FAK pada sel
kanker payudara MDA-MB-231 ?

6. Apakah pemberian afzelin dapat menurunkan aktivasi Rac-1 pada sel
kanker payudara MDA-MB-231 ?

7. Apakah pemberian afzelin dapat menghambat = migrasi melalui
penurunan aktivasi-FAK dan Racl1?

8. Apakah pemberian afzelin dapat meningkatkan apoptosis melalui

penurunan aktivasi FAK dan Racl1?

1.3 Tujuan penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Penelitian ini ditujukan untuk menjelaskan ‘potensi afzelin dalam
menghambat migrasi dan meningkatkan apoptosis sel kanker payudara

MDA-MB-231, melalui penurunan aktivasi FAK dan Racl.

1.3.2 Tujuan kKhusus

1. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menurunkan viabilitas sel kanker
payudara MDA-MB-231.

2. Untuk membuktikan efek afzelin dalam meningkatkan apoptosis sel

kanker payudara MDA-MB-231.



3. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menurunkan migrasi sel kanker
payudara MDA-MB-231.

4. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menurunkan pembentukan focal
adhesion pada sel kanker payudara MDA-MB-231.

5. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menurunkan aktivasi FAK pada sel
kanker payudara MDA-MB-231.

6. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menurunkan aktivasi Racl pada
sel kanker payudara MDA-MB-231.

7. Untuk membuktikan efek afzelin dalam menghambat migrasi melalui
penurunan aktivasi FAK dan Racl.

8. Untuk membuktikan efek afzelin dalam meningkatkan apoptosis melalui

penurunan aktivasi FAK dan Racl.

1.4 Manfaat penelitian

1. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar pengembangan afzelin
sebagai penghambat metastasis kanker payudara, terutama subtipe
TNBC.

2. Penelitian ini memperkaya eksplorasi flavonoid glikosida sebagai salah
satu alternatif penghambat metastasis kanker payudara.

3. Penelitian ini menyumbangkan alternatif dalam upaya mengembangkan
obat yang dapat digunakan sebagai preventif primer terjadinya metastasis

pada kanker payudara subtipe TNBC.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker payudara

Kanker payudara mendominasi kanker pada wanita serta menjadi
penyebab utama kematian akibat kanker di 135 negara, dan diprediksi peringkat
ini akan tetap bertahan hingga setidaknya tahun 2030 (Bray et al., 2012, 2018).
Dalam rentang tahun 2002 — 2008, insiden kanker payudara di dunia meningkat
20,17%, dengan peningkatan di negara berkembang jauh lebih tinggi (34,49%)
dibanding negara maju (8,83%). Jumlah kematian akibat kanker payudara juga
meningkat di negara berkembang (21,67%), sedangkan di negara maju justru
mengalami penurunan (0,2%) (Jemal, et al., 2011; Bray et al., 2012, 2018). Hal ini
menunjukkan bahwa di negara maju upaya pencegahan kanker payudara lebih
efektif menahan laju pertambahan kasus kanker payudara dan upaya untuk
memperpanjang harapan hidup bagi pasien mulai menampakkan hasil. Walaupun
demikian bila dipandang dari jumlah, kasus baru kanker payudara tahun 2008 di
negara maju (692.200 jiwa) sedikit lebih tinggi dibanding negara berkembang
(691.300 jiwa) (Jemal, et al., 2011).

Dalam perhitungan statistik tahun 2014, kasus baru kanker payudara di
Indonesia mencapai 48.998 (16,37 % dari seluruh kasus kanker), dengan
kematian 21,4% dari seluruh jumlah kematian akibat kanker (World Health
Organization, 2014). Jumlah ini- meningkat menjadi 58.256 (16,7% dari seluruh
kasus kanker), dengan kematian 11%. Indonesia termasuk negara di Asia
Tenggara yang mempunyai insiden kanker payudara ketiga tertinggi (37/100.000
wanita) setelah Singapura (59,9/100.000 wanita) dan Malaysia (37/100.000

wanita) (Kimman et al., 2012). Insiden kanker payudara di Indonesia diprediksi
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akan mencapai 74,289 kasus di tahun 2030, yang 75%-nya pada pasien usia

kurang dari 65 tahun (Ferlay et al., 2013).

2.1.1 Teori klasik multistage theory of cancer

Perkembangan kanker dipahami sebagai proses multi-tahap. Konsep ini
pertama kali diajukan oleh Berenblum dan Schubik pada 1948, melalui model
inisiator-promotor pada kanker kulit. Model ini dikembangkan lebih lanjut menjadi
teori multistage of cancer oleh beberapa peneliti, terutama Armitage dan Doll pada
1957. Tahapan dalam karsinogenesis ini diidentifikasi sebagai tiga fase utama
yaitu inisiasi, promaosi, dan progresi (Weiss, 2004).
a. Inisiasi

Inisiasi neoplasia merupakan perubahan irreversibel, yang melibatkan satu
atau beberapa perubahan seluler yang stabil baik akibat paparan karsinogen atau
secara spontan. Pada tahap ini, gen mengalami mutasi sehingga menghasilkan
potensi perkembangan neoplastik (Steen, 2000). Mutasi gen akan mempengaruhi
perilaku dan respon seluler, dan mengganggu regulasi gen yang terlibat dalam
jaras persinyalan biokimiawi yang berhubungan dengan kontrol proliferasi sel
dan/atau gangguan komunikasi, perkembangan, dan diferensiasi seluler. Mutasi
awal ini menghasilkan potensi perkembangan pre-neoplastik (Basu, 2018).
b.  Promosi

Sel yang telah ditransformasi pada tahap inisiasi bersifat tidak berbahaya,
hingga ia distimulasi untuk mengalami proliferasi lebih lanjut dan mengganggu
keseimbangan seluler. Perubahan lanjut sel menuju transformasi neoplastik
sangat mungkin melibatkan lebih dari satu langkah dan membutuhkan paparan
stimulus berulang dan dalam jangka lama. Ekspresi mutasi awal akan tergantung

pada interaksi dengan mutasi onkogenik lain, dan juga faktor yang mungkin
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mengubah sementara pola ekspresi gen spesifik, misalnya sitokin dan metabolit
lipid (Basu, 2018).
c. Progresi

Tahap progresi merupakan proses perubahan yang berturut-turut pada
neoplasma, menghasilkan peningkatan sub-populasi sel maligna. Pada tahap ini,
proses yang terjadi melibatkan mutasi dan kelainan kromosom. Proses progresi
bisa dipercepat oleh paparan berulang stimulus karsinogenik atau tekanan selektif
yang menguntungkan derivat klonal otonom. Saat proliferasi sel tumor semakin
tinggi, sel dapat mengalami mutasi lebih lanjut dan meningkatkan heterogenisitas
populasi sel. Proses ini mungkin menghasilkan akuisisi awal mutasi gen spesifik
yang menurunkan stabilitas genomik, misalnya mutasi pada p53 (Yue et al., 2017)
atau DNA mismatch repair gene (Martin et al., 2010). Seiring dengan
perkembangan progresi tumor, sel terlepas dari massa tumor dan menginvasi
jaringan sekitar, Proses ini dapat berlanjut hingga sel dapat berpindah dan

berkembang menjadi tumor sekunder di lokasi baru (Yano et al., 2013).

2.1.2 Hipotesis terjadinya kanker

Arus utama teori terjadinya kanker merujuk pada ulasan dari Hannahan
dan Weinberg dalam Hallmark of cancer yang dipublikasikan pada tahun 2000,
dan direvisi pada tahun 2011 dengan judul Hallmark of cancer: the next generation
(Hanahan dan Weinberg, 2011). Teori yang dianut pada ulasan ini disebut sebagai
teori mutasi somatik (somatic mutation theory/ SMT), sebagai lawan dari teori
bidang organisasi jaringan (tissue organization field theory/TOFT). Inti dari SMT
adalah bahwa kanker berasal dari satu sel somatik yang secara berturutan
mengakumulasi berbagai mutasi DNA, dan mutasi tersebut terutama terjadi pada
gen yang mengontrol proliferasi dan siklus sel. Karenanya menurut SMT, lesi

neoplastik adalah hasil dari peristiwa di tingkat DNA. Sebaliknya menurut TOFT,
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karsinogenesis terutama disebabkan oleh masalah organisasi jaringan.
Karsinogen merusak arsitektur jaringan normal sehingga mengganggu sinyal dari
sel ke sel dan berdampak pada integritas genetik. Jadi, pada TOFT mutasi DNA
adalah efek, dan bukan penyebab, dari peristiwa tingkat jaringan sebagaimana
yang dicetuskan oleh Sonnenschein dan Soto pada tahun 1998 (Soto, 2014;
Bertolaso, 2016). Selain itu, menurut SMT, kanker adalah satu arah dan
irreversible, sedangkan menurut TOFT, kanker adalah reversible dan dapat diobati
(Rosenfeld, 2013).

Hanahan dan Weinberg menyimpulkan bahwa untuk dapat terjadi
pertumbuhan malignansi diperlukan karakteristik esensial 'yang merupakan
perubahan fisiologis sel yaitu 1) dapat mencukupi kebutuhan sinyal pertumbuhan
secara mandiri (self sustaining), 2) mampu berproliferasi secara kronik, 3) mampu
mengatasi supresor pertumbuhan, 4) mampu menghindari kematian sel, 5)
mampu menginduksi angiogenesis, 6) mampu melakukan invasi dan metastasis,
7) memprogram ulang alokasi kebutuhan energi seluler, 8) menghindari sistem
imun. Selain itu terdapat dua faktor pendukung yaitu ketidakstabilan genetik dan
terjadinya inflamasi yang memperburuk progresi kanker (Hanahan dan Weinberg,

2011).

2.1.3 Variasi pada kanker payudara

Variasi pada genotip sel kanker payudara juga didapatkan pada fenotip
kanker payudara, yang dibuat penggolongannya untuk tujuan klinis. Awalnya, dua
tipe kanker payudara pada manusia diklasifikasikan berdasar asal lokasinya pada
kelenjar mammaria. Pada karsinoma duktal, sel kanker berkembang dari duktus,
sedang pada karsinoma lobular, sel berasal dari lobulus yang memproduksi susu.
Tetapi, mayoritas karsinoma mammae diduga berasal dari terminal duct lobular

unit, dan istilah ‘ductal’ dan ‘lobular’ tidak menunjukkan lokasi atau tipe sel asal.
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Kedua tipe kanker ini dibagi menjadi subtipe berdasar apakah tetap in situ atau
menginvasi jaringan sekitar. Pada ductal carcinoma in situ (DCIS) sel kanker tetap
berada di satu area duktus, sedangkan pada lobular carcinoma in situ (LCIS) sel
kanker berada di satu lobulus, dan pada kedua kasus sel kanker tidak menginvasi
membran basalis. DCIS merupakan bentuk paling umum dari kanker payudara
non-invasif (80%) (Sewell, 2004). Pada invasive ductal carcinoma (IDC) atau
disebut juga invasive carcinoma of no special type/NST, dan invasive lobular
carcinoma (ILC) sel kanker menginvasi lebih dari membran basalis menuju ke
stroma, jaringan lemak, dan jaringan ikat di sekitarnya. Setelah invasi, sel kanker
dapat menyebar lebih jauh ke seluruh tubuh, melalui aliran darah atau sistem
limfatik. Invasive ductal carcinoma berkontribusi terhadap 4 dari lima kanker
payudara invasif, dan ILC lebih jarang (10%) (Zengel et al., 2015; Barroso-
SousadanMetzger-Filho, 2016).

Penggolongan secara histologis ini berkembang hingga terdapat 20 jenis
tipe histologis kanker payudara menurut World Health Organization (WHO).
Subtipe spesifik yang paling umum selain IDC dan ILC, adalah tubular, cribriform,
metaplastic, apocrine, mucinous, papillary, dan micropapillary carcinoma, juga
carcinoma with medullary, neuroendocrine, dan salivary gland/skin adnexal type
feature (Sinn danKreipe, 2013).

Variasi histologis juga dapat terihat pada jenis grading (histological
grading) kanker payudara. Grading ditentukan secara semi kuantitatif berdasar
pada derajat diferensiasi (pembentukan tubulus dan pleomorphisme nukleus), dan
aktivitas proliferasi (indeks mitosis). Hasil analisis ketiga aspek tersebut digunakan
untuk menetapkan jenis grading menjadi well, moderately, dan poorly
differentiated. Keragaman karakteristik kanker payudara berdasar kecenderungan
metastasis ditetapkan berdasar invasi lokal, metastasis ke limfonodi, dan

metastasis jauh ke organ lain, yang disimpulkan sebagai staging/stadium (Rakha
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et al., 2010). Berbeda dengan grading, stadium disepakati merupakan continuum

yang menunjukkan progresivitas kanker payudara (Singletary, 2002).

Tabel 2.1 Keterhubungan antar jenis variasi kanker payudara

Marker Molekular Tipe Grade Stadium
Luminal e Ductal carcinoma insitu Umumnya Metastasis ke
ER+, PR+, e Mucinous well- sampai limfonodi lebih
HER2 (- atau +), e Tubular moderately- jarang
. « Invasive lobular carcinoma  differentiated
Dengan subtipe: (ketiga jenis pertama
e Luminal A umumnya luminal A)
(ER+, PR+, o Micropapillary
HER_Z ) o Apocrine
¢ Luminal B  Neuroendokrin
(ER+ PR, ¢ nvasive ductal osteoclastic
HER2 +)
HER2-enriched o Invasive lobular carcinoma =~ Umumnya Metastasis ke
ER-, PR-HER2 + o Micropapillary moderately- limfonodi
« Apocrine sampai poorly- - paling banyak
differentiated (34%)
(41% poorly)
Molecular apocrine e Apocrine Umumnya
ER-, PR-, HER2(+/-) e Invasive lobular carcinoma  moderately-
AR+ pleiomorfik sampai poorly-
differentiated
(32 % poorly) Metastasis ke
limfonodi
Triple negatif e Secretory carcinoma Well — banyak (29% )
ER-, PR-, HER2- e Adenoid cystic carcinoma moderately
termasuk jenis  Medullary breast cancer differentiated
basal-like (selain e Metaplastic breast cancer
triple negative juga o IDC-NST grade Ili
CK5/6 + dan
HER1+)
Claudin lob o Medullary Poorly-
ER-, PR-, HERZ2-, e Metaplastik differentiated
CLDN (low/-)

CLDH1 (low/-)

Sumber : Chen et al., 2010; Weigelt et al., 2010; Hudis dan Gianni, 2011; Caldarella et
al., 2013; Rivenbark et al., 2013

Gambaran fenotip kanker payudara semakin berkembang dengan adanya
analisis molekular yang membuktikan adanya pola ekspresi gen, terutama
berdasarkan ekspresi estrogen receptor (ER), progesteron receptor (PR) dan
human epidermal receptor 2 (HER?2). Berdasar ekspresi tersebut, kanker payudara

digolongkan menjadi grup molekular luminal, HER2-enriched, normal breast-like,
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dan basal-like (Perou et al., 2000). Pada tahun 2007, subtipe baru yang diberi
nama claudin low diidentifikasi dengan karakteristik ER/PR/HER2 negatif dan
rendahnya ekspresi protein tight-junction claudin 3, 4, dan 7 serta E-cadherin

(calcium-dependent cell-cell adhesion glycoprotein) (Herschkowitz et al., 2007).

2.1.4 Kanker payudara subtipe triple negative

Triple negative breast cancer (TNBC) digunakan untuk mendefinisikan
semua tumor payudara yang tidak mengekspresikan ER, PR, dan HER2. Lebih
dari 90% kematian pada kanker payudara terjadi karena metastasis ke organ vital
yaitu pada otak, paru, dan hepar, serta sangat jarang terjadi kematian akibat
komplikasi dari tumor primer (Anders dan Carey, 2009). Dari berbagai subtipe
kanker payudara, TNBC mempunyai prognosis yang paling buruk dan cenderung
metastatik (Ovcaricek et al., 2011; Dai et al., 2015). Di Asia Tenggara, insiden
TNBC cukup tinggi, yaitu 30,7% di Thailand (Kongsiang et al., 2014), 12,4 — 17,6%
di Malaysia (Kishen et al., 2012; Tan et al., 2009), dan 12 - 25% di Indonesia
(Widodo et al., 2014; Kusumadjayanti et al., 2015). TNBC mempunyai disease free
survival (DFS) dan OS 5 tahun lebih rendah dibanding non-TNBC, yaitu 68,2 -
72,05% dan 74,5 - 88,51%, berturutan (Ovcaricek et al., 2011; Eralp et al., 2014;
Qiu et al., 2016). Seiring dengan semakin tinggi stadiumnya, OS 2 tahun TNBC
semakin rendah yaitu 97% (stadium 1), 93% (stadium 2), 71% (stadium 3), dan
27% (stadium 4) (Bacalbasa dan lonescu, 2016). TNBC cenderung rekuren pada
organ jauh (92%) dan hanya sebagian kecil yang rekuren lokal (7,1%) (Ovcaricek
et al., 2011). Angka kematian dan rekurennya paling tinggi pada tiga tahun
pertama, lalu menurun drastis setelah periode lima tahun sejak terdiagnosis
(Pogoda et al., 2013).

Setiap subgrup histologis memiliki karakteristik dan prognosis yang

berbeda beda, tetapi umumnya TNBC memiliki prognosis lebih buruk dibanding
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subtipe kanker payudara lain, karena perilaku sel kanker yang lebih agresif dan
tidak adanya target terapi spesifik (Bianchini et al., 2016). TNBC tidak hanya lebih
sering rekuren lokal, tetapi juga lebih cenderung metastasis ke organ viseral
dibanding pada tulang, serta sering ditemukan metastasis serebral (Dent et al.,
2008; Tsuda et al., 2000). DFS dan OS TNBC lebih pendek dibanding subtipe lain
(Ovcaricek et al., 2011; Dai et al., 2015).

Setelah terjadi rekuren, median durasi survival TNBC lebih pendek
dibanding subtipe kanker payudara lain. Dari 3.726 pasien kanker payudara
stadium awal, median survival pada subgroup basal-like setelah rekuren di organ
jauh adalah 0,5 tahun, dibanding 2,2 tahun pada luminal A, dan 0,7 tahun pada
HER-2 (Kennecke et al., 2010). Bahkan pada stadium yang sangat awal (T1NO),
TNBC mempunyai risiko rekuren yang lebih tinggi dibanding tumor HER-2 positif
dengan hazard ratio untuk rekuren 6,57 setelah disesuaikan (adjusted) dengan
faktor prognostik seperti usia, ukuran tumor, dan terapi adjuvant (Kaplan et al.,
2009).

Secara histologis, mayoritas TNBC termasuk dalam klasifikasi histologis
invasif karsinoma mammae tipe non spesifik (95%) dan tidak memiliki karakteritik
histologis yang spesifik. Lima persen sisanya adalah invasive lobular carcinoma
(1-2%), serta jenis yang lebih jarang (<1%) yaitu metaplastic carcinoma with
squamous differentiation, spindle-cell metaplastic carcinoma, adenoid cystic
carcinoma, secretory carcinoma, typical medullary carcinoma, atypical medullary
carcinoma, dan apocrine carcinoma (Bianchini et al., 2016).

Lehmann et al., (2011) membagi TNBC menjadi enam subtipe berdasar
profil ekspresi gen dan ontologi gen yaitu dua basal-like-related subgroup (basal-
like 1 (BL1) dan 2 (BL2)), dua mesenchymal-related subgroups (mesenchymal (M)
dan mesenchymal stem-like (MSL), satu immuno modulatory subgroup (IM) dan

satu grup luminal androgen receptor (LAR). Pemeriksaan silang dengan
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imunohostokimia mengidentifikasi empat kluster yang sama dengan profil gen
yaitu BL1, BL2, IM, dan LAR. Walaupun terdapat variasi ekspresi gen, tidak
terdapat perbedaan yang bermakna dalam hal pathological complete response
(pCR) atau survival setelah kemoterapi neoadjuvant (Prat et al.,, 2014), dan
semuanya memberi respon yang sama terhadap kemoterapi berbasis platinum
(Isakoff et al., 2015; Sikof et al., 2015; Tutt et al., 2015).

Ontologi gen pada subtipe BL1 ditandai oleh banyak komponen jaras siklus
sel dan proliferasi sel (siklus sel, reactome replikasi DNA, jaras G cell-cycle, RNA
polymerase, dan G to S cell cycle). Subtipe BL2 menunjukkan ontologi gen unik
yang melibatkan sinyal faktor pertumbuhan (jaras epidermal growth factor (EGF),
neural growth factor (NGF) mesenchymal to epithelial transition factor (MET),
wingless/integrated (Wnt) /B-catenin, dan insulin-like growth factor 1 receptor
(IGF1R)) serta jaras glikolisis dan glukoneogenesis. Subtipe ini kemungkinan
berasal dari basal/myoepithelial, yang ditandai oleh tingginya ekspresi TP63 dan
membrane metalloendopeptidase (MME) atau disebut juga cluster of differentiation
10 (CD10) (Lehman et al., 2011).

Subtipe IM mempunyai gambaran ekspresi gen yang dominan pada proses
imun, termasuk persinyalan sel imun (jaras Th1l/Th2, jaras sel NK, jaras
persinyalan reseptor sel B, jaras sel dendritik, dan jaras persinyalan reseptor sel
T), jaras sitokin (sitokin, interleukin (IL)-12, dan IL-7), pemrosesan dan presentasi
antigen, dan persinyalan melalui jaras transduksi sinyal imun utama (persinyalan
nuclear factor kB (NFxB), tumor necrosis factor (TNF), dan Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription (JAK/STAT)). Subtipe M kaya
komponen dan jaras yang berhubungan dengan motilitas sel (regulasi aktin oleh
Rho), interaksi reseptor MES, dan jaras diferensiasi sel (jaras Wnt, jaras anaplastic
lymphoma kinase [ALK] dan TGF-B). Subtipe MSL mempunyai karakteristik gen

yang sama dengan tipe M tetapi MSL mempunyai keunikan pada ekspresi gen
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yang berhubungan dengan jaras persinyalan faktor pertumbuhan, termasuk
metabolisme inositol phosphate, epidermal growth factor receptors (EGFR),
platelet derived growth factor (PDGF), jaras kalsium, G-protein coupled receptor,
jaras extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2), ATP-binding cassette (ABC)
transporter, dan jaras adipositokin. Ekspresi gen pada subtipe LAR paling berbeda
dibanding subtipe TNBC lainnya. Subtipe ini ER negatif tetapi ontologi gennya
sangat kaya dengan komponen jaras yang diregulasi hormonal, termasuk sintesis
steroid, metabolisme porfirin, metabolisme androgen/ estrogen, dengan ekspresi
MRNA androgen receptor (AR) yang sembilan kali lebih tinggi dari subtipe lain
(Lehman et al., 2011).

Triple negative breast cancer menjadi tantangan karena walaupun
responnya baik terhadap kemoterapi konvensional, tetapi sangat mudah muncul
klonal resisten (Carey et al., 2010). Beberapa penelitian klinis mencoba agen
selain kemoterapi yang aktif pada TNBC, misalnya inhibitor poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP) yang aktif pada TNBC dengan disfungsi breast cancer gene
1 (BRCA1), antibodi terhadap EGFR dan inhibitor EGFR tyrosine kinase pada
TNBC dengan amplifikasi gen EGFR, dasatinib pada TNBC dengan Src tyrosine
kinase teraktivasi, serta inhibitor mammalian target of rapamycin (mMTOR) pada
TNBC yang kehilangan supresor tumor PTEN ( Anders dan Carey, 2008; Reis-

Fiho dan Tutt, 2008 ; Hudis et al., 2011).

2.2  Tahapan invasi - metastasis pada kanker payudara

Metastasis kanker adalah suatu proses penyebaran sel kanker dari massa
tumor primer menuju ke bagian lain tubuh melalui pembuluh darah dan limfatik.
Proses terjadinya cukup komplek, yang melibatkan serangkaian kejadian yang
disebut cascade invasi-metastasis (Valastyan dan Weinberg, 2011). Singkatnya,

untuk dapat metastasis sel tumor harus mampu memisahkan diri dari tumor pimer,
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memasuki aliran darah, bertahan saat transport dalam pembuluh darah, keluar dari
aliran darah, dan kolonisasi pada organ target (Pankova et al., 2010).
a) Invasi lokal

Invasi lokal melibatkan masuknya sel kanker yang semula berada pada
tumor primer, ke stroma di sekeliling tumor (tumor-associated stroma) dan
setelahnya ke jaringan parenkim normal. Untuk dapat menginvasi stroma, sel
kanker harus terlebih dulu meretas membran basalis. Selain berfungsi struktural,
membran basalis juga menyimpan molekul faktor pertumbuhan yang terlepas bila
dilisiskan oleh protease yang disekresi sel kanker. Membran basalis juga berperan
penting dalam transduksi sinyal dalam sel kanker melalui jalur yang dicetuskan
oleh adhesi sel-matriks yang dimediasi integrin, sehingga terjadi perubahan
polaritas sel, proliferasi, invasi, dan survival (Bissell dan Hines, 2011).  Modulasi
kekakukan MES, dicapai dengan mengubah cross-linking kolagen, mempengaruhi
progresi kanker payudara perubahan sinyal integrin (Levental et al., 2009).
Dengan demikian, hilangnya barier membran basalis, membolehkan invasi
langsung sel kanker ke stroma (gambar 2.1). Proteolisis aktif, terutama oleh matrix
metalloproteinase (MMP) berkontribusi terhadap hilangnya integritas membran

basalis dan stroma (Kessenbrock et al., 2010).
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Gambar 2.1 Peran lingkungan mikro terhadap tumorigenesis

Keterangan : Lingkungan mikro pada jaringan normal bertindak sebagai
barrier terhadap tumorigenesis. Pada kondisi homeostasis jaringan normal,
lingkungan mikro menekan sehingga tumor tidak berkembang. Tapi
lingkungan mikro- juga memiliki kemampuan memfasilitasi pertumbuhan
tumor, dan dengan kombinasi mutagen, inflamasi, faktor pertumbuhan dan
promotif lainnya sel kanker dapat menembus barrier sehingga terbentuk
massa kanker (Sumber: Bissel dan Hines, 2011)

b) Intravasasi

Intravasasi adalah peristiwa sel kanker invasif memasuki lumen pembuluh
limfatik atau pembuluh darah. Walaupun penyebaran limfatik sel kanker umumnya
terjadi pada kanker dan menjadi marker prognosis perkembangan kanker, tetapi
diseminasi melalui sirkulasi hematogen menjadi mekanisme utama penyebaran
sel metastatik (gambar 2.2). Intravasasi difasilitasi oleh perubahan molekuler yang
memicu kemampuan sel kanker melewati perisit dan endotel yang membentuk

dinding pembuluh darah kecil (Gupta dan Massague”, 2006).
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Gambar 2.2 Regulasi jaras persinyalan pada intravasasi.

Keterangan: Untuk intravasasi, sel kanker harus migrasi ke pembuluh darah/
limfe dalam tumor atau dekat tumor. Invasi melalui stroma sampai ke
pembuluh dapat difasilitasi oleh TAM. Sel kanker memasuki sirkulasi dengan
cara migrasi paraseluler atau transeluler. MMP1 mungkin dibutuhkan untuk
intravasasi paraseluler pada regio endotel junction yang remodeling-nya
difasilitasi oleh protease-activated receptor 1 (PAR1). Alternatif lain a
disintegrin and metalloproteinase 12 (ADAM12) pada sel endotel
menginduksi pemecahan vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) dan
angiopoietin 1 receptor (TIE2), yang menyebabkan terganggunya
endothelial junction. Selain itu, makrofag dapat menarik sel kanker ke arah
pembuluh darah dengan menyekresi epidermal growth factor (EGF) dan
tumour necrosis factor 1a (TNF1a) yang menginduksi retraksi endothelial
junction, sehingga terjadi migrasi paraseluler. Model migrasi ini juga
difasilitasi oleh ikatan reseptor Notch sel kanker dengan ligand-nya di sel
endotel, yang memicu sekresi transforming growth factor 1 (TGFB1) yang
menyebabkan penarikan endothelial junction. Pada intravasasi transeluler,
Ca?*—calmodulin complex pada sel endotel mengaktivasi fosforilasi myosin
light chain (MLC) kinase (MLCK) sehingga terjadi kontraksi actomyosin.
Akibatnya terjadi remodeling ' sitoskeleton dan membran secara cepat
sehingga membentuk struktur mirip pori yang membolehkan sel kanker
menembus sel endotel (Sumber: Reymond et al., 2013).

c) Bertahan dalam sirkulasi

Setelah sel kanker berhasil intravasasi ke lumen pembuluh limfe atau
darah, ia dapat menyebar ke sirkulasi vena dan arteri, yang saat ini sudah terbukti
dengan deteksi adanya circulating tumor cells (CTCs) pada pasien kanker (Pantel
et al., 2008; Stott et al., 2010). Karena CTCs mewakili fase antara tumor primer
dengan lokasi diseminasi maka ia dianggap sebagai intermediate metastasis.
CTCs dalam aliran darah harus bertahan dari berbagai stres sampai mencapai
organ target. CTCs mengalami penurunan adhesi integrin dengan matriks

ekstraseluler (MES) yang dibutuhkan untuk survival sel. Tanpa adanya perlekatan
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ini, normalnya sel epitel mengalami anoikis yaitu suatu bentuk apoptosis yang
diperantarai oleh hilangnya perlekatan dengan substratum (Guo dan Giancotti,
2004; Buccheit et al., 2014).

Bila mempertimbangkan diameter sel kanker (20-30 pm) dan diameter
luminal kapiler (58 um), kemungkinan sebagian besar CTCs akan terperangkap
pada berbagai kapiler saat putaran pertama sirkulasi, dengan estimasi hitungan
menit setelah intravasasi. Karena itu, sel kanker berada di aliran darah hanya
dalam waktu singkat, sehingga CTCs dapat melewati sirkulasi sebelum sinyal
anoikis teraktifkan. Sel kanker juga harus bertahan terhadap shear stress
hemodinamik dan survailan sistem imun innate terutama sel natural Killer.
Kemampuan lolos dari stressor hemodinamik dan imun diduga melalui mekanisme
yang memanfaatkan mekanisme koagulasi darah normal. Interaksi sel kanker
dengan platelet membentuk emboli yang mampu melindungi sel kanker selama
dalam sirkulasi dan meningkatkan peluang sel kanker untuk terperangkap dalam
kapiler, dengan mediasi faktor jaringan dan/atau L- dan P-selectin (Joyce dan
Pollard, 2009).

d) Stasis dalam organ jauh

Kontroversi yang berhubungan dengan mekanisme ini adalah apakah
terhentinya CTCs pada mikrovaskular terjadi akibat struktur vaskular dan
pembatasan ukuran oleh diameter kapiler, atau kemampuan aktif CTCs untuk
berlabuh ke organ spesifik akibat interaksi ligand-reseptor antara CTCs dengan
dinding kapiler. Beberapa CTCs terperangkap dengan cepat karena plastisitasnya
atau kesempatan untuk melewati arteriovenous shunt, sehingga dapat
terperangkap pada mikrovaskular organ yang jauh (Valastyan dan Weinberg,
2011).

Hipotesis lainnya adalah CTCs mempunyai predileksi untuk terperangkap

pada jaringan tertentu. Beberapa sel karsinoma mampu membentuk interaksi
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adhesif dengan jaringan tertentu yang memfasilitasinya. Misalnya, adanya
ekspresi metadherin pada sel kanker payudara menyebabkan homing pada paru
melalui fasilitasi ikatan dengan vaskular pulmonal (Brown dan Ruoslahti, 2004).
Pada kanker kolorektal dan paru, intravasasi menuju mikrovaskular hepatik
memicu rangkaian pro-inflamasi yang menyebabkan sel Kupffer menyekresi
kemokin untuk miningkatkan regulasi berbagai reseptor adhesi vaskular, sehingga

CTCs dapat adhesi ke mikrovaskular hepar (Auguste et al., 2007).

e) Ekstravasasi

Setelah sel kanker terperangkap pada mikrovaskular organ jauh, CTCs
mulai proliferasi intraluminal dan membentuk mikrokoloni yang akhirnya merobek
dinding pembuluh darah, sehingga sel tumor langsung kontak dengan parenkim
jaringan (Muschel et al., 2000). Alternatif lainnya, sel kanker menyeberangi lumen
pembuluh darah menuju parenkim jaringan dengan penetrasi lapisan sel endotel
dan perisit, melalui proses yang disebut ekstravasasi (Quail dan Joyce, 2013).

Walaupun sama sama menembus dinding pembuluh darah tetapi proses
intravasasi dan ekstravasasi berbeda. Intravasasi didukung oleh TAM yang
terdapat di stroma tumor (Wyckoff et al., 2007), sedang pada ekstravasasi
kemungkinan kecil didukung oleh TAM, karena populasi makrofag pada tumor
primer dan lokasi diseminasi berbeda dalam hal fenotip dan fungsi (Qian dan
Pollard, 2010). Selain itu, neovaskular pada tumor primer berliku dan bocor
(Carmeliet dan Jain, 2011), sedangkan mikrovaskular di organ tujuan metastasis
biasanya dalam kondisi baik sehingga permeabilitasnya rendah. Contohnya, untuk
mencapai parenkim otak CTCs harus melewati sawar darah-otak atau melewati
mikrovaskular paru untuk mencapai parenkim paru, yang keduanya relatif tidak

permeabel. Sedangkan, untuk mencapai hati atau tulang sel kanker menemui
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sinusoid yang ber-fenestra sehingga sangat permabel untuk ekstravasasi sel

kanker (Nguyen et al., 2009).
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Gambar 2.3 Molekul adhesi dan persinyalan yang berkontribusi pada
ekstravasasi sel kanker.
Keterangan: a) Perlekatan awal sel kanker ke sel endotel dimediasi oleh
interaksi endothelial selectin (E-selectin) dengan ligand-nya sialyl Lewis a
(sLea atau sLex) dan CD44, yang semuanya diekspresikan pada sel kanker.
b) CDC42 dan RAC1 pada sel kanker mendorong pemanjangan protrusi
saat migrasi paraseluler. (Sumber : Reymond et al., 2013)

Perlekatan awal sel kanker ke sel endotel dimediasi oleh interaksi
endothelial selectin (E-selectin) dengan ligand-nya sialyl Lewis a (sLea atau sLex)
dan CD44, yang semuanya diekspresikan pada sel kanker. Perlekatan ini juga
dimediasi oleh interaksi homofilik neuronal cadherin (N-cadherin) (gambar 2.3).
Pada tahap ini, sel mempertahankan bentuk bundar, disebabkan oleh inhibisi Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1) oleh filamin A (FLNa)-binding
RhoGTPase-activating protein (FILGAP) atau disebut juga Rho GTPase-activating
protein 24. Stabilitas adhesi sel kanker dengan endothel tergantung pada integrin,
CD44 dan/atau mucin 1 (MUC1). Hepatocyte growth factor (HGF) meningkatkan
ekspresi CD44, sedangkan cell division control protein 42 (CDC42) mengontrol
ekspresi B1 integrin dan CCL2 menstimulasi aktivitas RAC1. CDC42 dan RAC1

pada sel kanker mendorong pemanjangan protrusi saat migrasi paraseluler.
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Pembukaan endothelial junction dapat diinduksi oleh berbagai faktor yang
disekresi oleh sel kanker dan/atau oleh molekul adhesi, misalnya ikatan integrin
aVB3 ke platelet endothelial cell adhesion molecule 1 diperlukan untuk pembukaan
endothelial junction dan transmigrasi. Sel kanker memicu aktivasi RAC1, RhoA-
Rho-associated protein kinase (ROCK) dan/atau p38 MAPK pada endotel, yang
kemudian meningkatkan fosforilasi myosin light chain (MLC), pembentukan stress
fiber dan actomyosin-mediated tension pada endothelial junction. Sel kanker juga
dapat meningkatkan aktivasi Src yang diinduksi ERK, dan/atau mengaktivasi
subunit PI3K, p110a, yang berfungsi upstream dari proline-rich tyrosine kinase 2
(PYK2). Jalur ini menginduksi fosforilasi dan pembongkaran kompleks VE-
cadherin dengan B-catenin, sehingga terjadi pembukaan endothelial junction.
Protein B1 integrin, focal adhesion kinase (FAK) RhoF dan diaphanous homologue
mDIA2 (atau DIAPH3) mendorong pembentukan tonjolan seperti filopodium yang
penting dalam invasi membran basalis di sekeliling pembuluh darah dan untuk

proliferasi dalam jaringan sekelilingnya (Reymond et al., 2013).

f) Pertahanan awal di lingkungan baru dan pembentukan

mikrometastasis

Untuk dapat membentuk mikrometastasis, sel kanker yang ber-
ekstravasasi harus bertahan hidup di lingkungan mikro asing yang jauh berbeda
dengan tumor primer. Kemungkinan besar disseminated tumour cells (DTCs)
awalnya kurang bisa beradaptasi terhadap lingkungan baru karena perbedaan
lingkungan mikro, termasuk tipe sel stroma, konstituen MES, ketersediaan faktor
pertumbuhan dan sitokin, dan mikro arsitektur jaringan (Valastyan dan Weinberg,
2011).

Beberapa peneliti mengajukan hipotesis bahwa sel kanker dapat

mengatasi masalah ketidakcocokan lingkungan mikro di lokasi metastasis, melalui
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pembentukan “premetastatic niche” (Psaila dan Lyden, 2009). Menurut model ini,
tumor primer melepaskan sinyal sistemik, salah satunya lysyl oxidase (LOX) (Erler
et al., 2009), yang menginduksi peningkatan regulasi fibronectin fibroblast. Hal ini
menyebabkan mobilisasi sel progenitor hematopoietik vascular endothelial growth
factor (VEGF) receptor 1-positive (VEGFR1*) dari sumsum tulang ke lokasi
metastasis, melalui interaksi homing antara fibronectin dan reseptornya yaitu
integrin 041 yang diekspresikan oleh sel progenitor hematopoietik (Psaila dan
Lyden, 2009). Lysil oxidase yang merupakan amine oxidase berperan dalam
crosslinking kolagen dan elastin pada MES untuk menginduksi perubahan
sistemik. Pada kondisi hipoksia, sel kanker payudara menyekresi LOX, yang
memicu perekrutan sel myeloid CD11b* yang kemudian melekat pada cross-linked
collagen IV dan memproduksi MMP-2. Lalu MMP-2 memecah kolagen sehingga
mempermudah sel derivat sumsum tulang (bone marrow-derived cells/BMDCS)
dan sel kanker menginvasi lokasi metastasis (Sceneay et al., 2012)
Pembentukan prematastatic niche menjadi faktor penentu untuk
berkembangnya metastasis dan organotropisme. Contohnya, spektrum
organotropisme pada diseminasi kanker paru dapat berubah cukup dengan
mengarahkan sel hematopoietik pembentuk niche ke organ yang berbeda (Psaila
dan Lyden, 2009). Secara umum, sel kanker menjalankan mekanisme kompleks
untuk memodifikasi lingkungan mikro di lokasi metastasis untuk dapat survive
pada awal metastasis dan membentuk mikrometastasis. Di saat yang sama DTCs
harus menggunakan program otonom sel untuk beradaptasi terhadap stressor di
lokasi metastasis. Misalnya aktivasi persinyalan Src memfasilitasi respon sel
kanker terhadap SDF-1 dan TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL),
sehingga dapat bertahan di tulang. Persinyalan Src tidak dapat meningkatkan
kemampuan sel kanker payudara untuk bertahan di paru, yang menunjukkan

adanya mekanisme yang spesifik organ (Zhang et al., 2009).
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g) Kolonisasi metastasis

Bila DTCs mampu bertahan setelah kontak awal dengan lingkungan mikro
di lokasi metastasis, belum tentu sel tersebut mampu proliferasi dan membentuk
koloni. Umumnya DTCs meredup dalam hitungan minggu dan bulan atau bertahan
sebagai koloni mikro dalam kondisi dorman, mempertahankan viabilitas sel tetapi
tanpa pengurangan atau penambahan jumlah sel. Mikromestastasis ini bertahan
melalui dua cara. Mayoritas DTCs mengalami quiescent karena kemampuan
proliferasi di lokasi metastasis sangat terganggu oleh ketidaksesuaian dengan
lingkungan mikro. Cara lain adalah sel kanker pada mikrometastasis terus
berproliferasi tetapi peningkatan jumlah sel tidak terjadi karena diimbangi oleh
kecepatan apoptosis. Salah satu penyebab tingginya apoptosis diduga karena
DTCs tidak berhasil memicu neovaskularisasi (Chambers et al., 2002).

Untuk dapat melakukan kolonisasi, selain terlebih dulu mempersiapan
premetastatic niche, DTCs juga memanfaatkan berbagai sel yang terdapat di
lingkungan mikro. Secara fungsional DTCs berinteraksi dengan perubahan
kuantitas asam hyaluronat, fibronectin, tenascin C, dan kolagen pada MES.
Remodeling MES oleh berbagai protease yang diproduksi sel kanker dan
lingkungan mikro, mempengaruhi adhesi dan viabilitas tumor. Integrin menjadi
mediator utama komunikasi antara sel tumor dan perubahan MES tersebut.
Fibroblas yang diaktitkan sel kanker berperan terhadap beberapa aspek
kolonisasi, termasuk angiogenesis, inflamasi, imunitas dan potensi pertumbuhan
tumor (Steeg, 2016). Interaksi antara sel dengan MES difasilitasi oleh
pembentukan plak adhesi panjang yang mengandung integrin B1 segera setelah
sel kanker melakukan ekstravasasi di parenkim paru. Plak ini berlokasi dan
terbentuk setelah pembentukan protrusi mirip filopodia yang mengandung banyak
integrin B1. Pembentukan protrusi ini diregulasi oleh protein regulator sitoskeleton

Rif dan mDia2. Aktivasi integrin melalui ikatan dengan MES akan mengaktifkan
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Focal Adhesion Kinase (FAK) pada plak dan mengaktifkan persinyalan proliferasi
(Shibue et al., 2012).

Sel kanker memanfaatkan imunitas innate. BMDCs yang mirip makrofag
distimulasi untuk migrasi ke lokasi metastasis oleh TGF@, yang meningkatkan
kolonisasi metastatik dengan cara menurunkan produksi arginase, reactive oxygen
species (ROS), dan interferon-y (IFNy), sehingga terjadi penurunan imunitas
antitumor yang tergantung sel T. Faktor lain yang dihasilkan tumor, komponen
MES, dan hipoksia memobilisasi sel myeloid. Aktivitas sel myeloid diregulasi oleh
faktor pertumbuhan, persinyalan toll-like receptor  (TLR) dan peroxisome

proliferator- activated receptor-y (PPARYy) serta chemokine (C -X3 -C motif) ligand

1 (CX3CL1) yang berhubungan dengan viabilitasnya. Makrofag dari jaringan inang
dan sirkulasi juga memfasilitas kolonisasi melalui cascade kemokin. Persinyalan
timbal balik antara makrofag dengan sel tumor meningkatkan viabilitas keduanya.
Sel NK juga bergabung ke lokasi kolonisasi dan berperan sebagai imunitas innate
(Steeg, 2016).

Peran imunitas adaptif terhadap perkembangan koloni metastatik
dimediasi oleh sel T. Kedatangan dan aktivasi tumour infiltrating lymphocytes

(TILs) dimediasi oleh kemokin seperti C-X-C motif chemokine ligand 16

(CXCL16). Ekspresi checkpoint imun yaitu programmed cell death protein 1 (PD1)
meningkat pada CD8* TILs yang berada di lingkungan mikro metastatik.
Sebaliknya CD8* TILs menyekresi IFNy untuk meningkatkan regulasi PD1 ligand
1 (PDL1) pada sel metastatik. Ikatan PD1 — PDL1 menyebabkan non-aktifnya
limfosit T sitotoksik. Sel tumor juga menghambat respon imun melalui produksi
interleukin (ILs) yang menyebabkan produksi granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF), mohbilisasi netrofil dan inaktivasi CTLs. Jejaring kemokin tumor dapat

merekrut T regulatory (Treg) sehingga memblok aktivitas sel NK (Steeg, 2016).
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Gambar 2.4 Model evolusi suatu metastatic niche: transisi premetastatik,
mikrometastatik, dan makrometastik niche.
Keterangan: A) sebagai respon terhadap peningkatan regulasi faktor
pertumbuhan yang disekresikan tumor primer di lokasi premetastatik,
termasuk VEGF-A, placental growth factor (PIGF), TGFB, kemokin inflamasi
5100 dan serum amyloid A3 (sAA3), terjadi pengumpulan BMDCs (atau
Hematopoietic Progenitor Cells (HPC). sDF1 menarik platelet, BMDCs dan
CTCs yang positif c-X-c chemokine receptor 4 (CXCR 4+). Selanjutnya
BMDCs menyekresi berbagai faktor pre-metastatik termasuk TNFa, MMP9,
dan TGF. Fibroblast yang teraktivasi, mungkin berasal dari mesenchymal
stem cells (MSC), menyekresi protein adhesi fibronectin dan meningkatkan
ekspresi LOX sehingga memicu modifikasi MES lokal. B) CTCs (atau
Metastatic Tumor Cells /MTC) menginfiltrasi niche untuk membentuk
mikrometastasis. Ekspresi integrin pada endotel seperti P-selectin dan E-
selectin  mungkin - meningkatkan adhesi dan ekstravasasi CTCs, dan
interaksi antar sel misalnya CD44 meningkatkan survival sel metastatik dan
memicu proliferasinya. C) perekrutan endothelial progenitor cells (ePcs)
pada niche metastatik awal memediasi angiogenesis dan progresi
makrometastasis (Sumber : Psaila dan Lyden, 2009).

Kolonisasi sel kanker memerlukan suplai nutrisi dan oksigen. Pada kondisi
hipoksia, endotel berproliferasi dan migrasi membentuk kapiler baru, Peristiwa ini
difasilitasi oleh BMDCs yang mengekspresikan VEGF, dan pembuluh darah yang
terbentuk distabilisasi oleh persinyalan angiopoietin (ANGPT) (gambar 2.4). Cara
lain untuk mendapatkan suplai darah adalah dengan memanfaatkan pembuluh

darah yang telah ada dan mikro vaskulogenik yaitu pembentukan saluran/tabung

AS

penyalur darah oleh sel tumor (Steeg, 2016).
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2.3 Migrasi sel kanker payudara pada proses metastasis

Dalam pembahasan metastasis sel kanker, sering terjadi kerancuan dalam
penggunaan istilah motilitas, migrasi, dan invasi. Migrasi sel merupakan proses
perpindahan sel dari satu lokasi ke lokasi lain melalui cara motilitas tertentu, seperti
migrasi mesenkimal, amoebid, atau kolektif. Istilah motilitas pada sel sering
digunakan sebagai sinonim dari migrasi bila pergerakan sel menghasilkan
perpindahan. Tetapi istilah motilitas dapat digunakan untuk menjelaskan
pergerakan pada bagian tertentu dari sel, misalnya kontraksi sel otot,
perpanjangan axon, pembentukan protrusi permukaan sel, kontriksi pada sel yang
membelah saat mitosis. Pergerakan dalam sel yang paling halus seperti
pemisahan aktif kromosom, aliran sitosol, dan transport vesikel juga termasuk
dalam motilitas sel (Lodish et al.,, 2000). Secara umum pada kanker, migrasi
berhubungan dengan kemampuan sel kanker menginvasi yaitu proses sel
bergerak secara terarah melalui MES dalam jaringan atau menginfiltrasi jaringan
lain. Menurut Bissel, migrasi dan invasi dapat menghasilkan luaran yang berbeda.
Sel kanker tidak dapat menginvasi tanpa melakukan migrasi, tetapi sel kanker
dapat migrasi tanpa menginvasi (Blow, 2007). Kemampuan invasi ini dihasilkan
oleh migrasi dan sekresi proteinase yang mampu mendegradasi MES (Bozzuto et

al., 2010).

2.3.1 Tipe migrasi sel kanker payudara

Berdasar parameter morfologis dan molekuler tertentu, dua pola dasar
migrasi dapat dibedakan, vyaitu migrasi multiseluler dan migrasi sel
individual/tunggal. Tipe pergerakan sel ini sebagian besar dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan mikro dan tergantung pada perubahan molekuler sel tumor (Krakhmal

et al., 2015).
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a) Migrasi multiseluler dapat terjadi melalui dua tipe yaitu migrasi seluler kolektif
yaitu sel melakukan migrasi dengan tetap menjaga kontak yang dekat dengan
satu sama lain, dan “streaming” yaitu sel tidak selalu melakukan kontak
langsung (Friedl dan Wolf, 2003; Miiller et al., 2001). Tipe yang terakhir ini
dilakukan oleh sel saat tahap gastrulasi pada perkembangan embrionik dan
pada penyembuhan luka. Dalam kondisi fisiologis, migrasi sel secara kolektif
dengan sel saling berikatan lebih sering terjadi dibanding migrasi individual,
misalnya saat penyembuhan luka. Sel yang terlibat tetap memiliki sebagian
besar karakteristik epitelial-nya, seperti adhesi sel dengan sel, tanpa terjadi
transisisi epitelial mesenkimal (TEM). Pada semua tipe migrasi kolektif, sel
terdepan pada kelompok tersebut berpartisipasi dalam kemotaksis dan
degradasi MES untuk membuka jalan. Sel terdepan ini terhubung dengan sel
di belakangnya, menyeret mereka melewati MES yang telah di-remodeling.
Pada migrasi kolektif sel tumor, sel terdepan dapat berupa sel dengan aktivitas
proteolitik atau sel stroma di lingkungan mikro tumor. Di antara protein yang
paling relevan dengan migrasi sel kolektif adalah integrin 1 dan 3. Protein ini
bertanggung jawab menyediakan adhesi dan kekuatan dinamis yang
diperlukan untuk mentransport kelompok sel. Sel pemimpin memiliki
kemampuan proteolitik paling besar, dengan memproduksi metalloproteinase
yang mampu memotong serabut kolagen dan membentuk jalur migrasi dan
ekspansi kelompok sel. Prinsip pergerakan individual juga berlaku pada
pergerakan kolektif, tetapi juga melibatkan integrasi sinyal interseluler untuk
mengarahkan dan memelihara migrasi dalam sekelompok sel secara kohesif.
Integrasi ini meliputi pre-requisite intrinsik sel seperti menetapkan polarisasi
leader-follower, mechanocoupling supraseluler, dan stimulus mekanis,

kimiawi, dan/atau elektrik untuk mengarahkan pergerakan kolektif (Olson,

"
<<
)
-
.

2010; Rarth, 2007).
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b) Migrasi sel individual. Pergerakan sel pada organisme sangat komplek dan
dikoordinasi dengan ketat. Misalnya, sel hematopoietik menunjukkan
pergerakan sel yang sangat individual, dengan sedikit adhesi dan tanpa
menyebabkan remodeling pada MES. Pergerakan individual ini memiliki variasi
berupa ameboid atau mesenkimal, soliter atau serial. Tipe migrasi mesenkimal
pada tumor sama seperti motilitas fibroblast, keratinosit dan endotel. Sel
dengan pergerakan mesenkimal membentuk tonjolan memanjang. Pada
matriks 3D, sel ini terpolarisasi depan belakang, membentuk tepi depan
dengan satu atau lebih pseudopodia dan badan sel di bagian belakang.
Translokasi sel mesenkimal mengikuti model klasik 5 langkah sebagaimana
yang diuraikan pada sub bab siklus motilitas sel, dengan kecepatan gerak rata
rata 0,1 — 0,5 ym/min. Kecepatan ini lebih lambat dibanding motilitas amoeboid
karena diperlukan waktu untuk turnover focal adhesion saat translokasi
(Pankova et al., 2010). Migrasi amoeboid ditandai oleh siklus ekspansi dan
kontraksi badan sel yang dimediasi oleh aktin dan myosin yang terletak di
cortical. Pergerakan amoeboid dilakukan oleh leukosit. Pada tumor, model
pergerakan amoeboid ditandai oleh bentuk sel yang bulat pada substrat 3D.
Peningkatan kontraktilitas pada amoeboid difasilitasi oleh jalur persinyalan
Rho/ROCK, yang membuat sel bisa menyelip di sela MES dan
mengadaptasikan bentuk badan sel dengan ruang yang ada, atau memberi
gaya yang cukup untuk mengubah ruang MES di sekitarnya. Ketegangan yang
dipelihara oleh actomyosin cortical menyebabkan terbentuknya bleb (bentuk
seperti gelembung/lepuhan) di membran sel. Pergerakan amoeboid
independen terhadap degradasi MES (Wolf et al., 2003). Perlekatan dengan
adhesi lemah pada MES sudah cukup untuk pergerakan amoeboid yang

cepat, berkisar 2 ym/menit pada sel melanoma (Parikova, 2010) sampai 25
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pum/menit pada limfosit (Friedl et al., 1994).
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Tabel 2.2 Model dan dinamika migrasi yang diobservasi dengan intravital

imaging
Cell line kanker Fraksi sel motil Mode migrasi Kecepatan
payudara
MTLN3 kanker 1,6% Mobile Individual
payudara tikus
MTLn3 kanker 10 — 20 sel per 30% individual Individual ~0,77
payudara tikus lapang pandang 70% streaming pm/min;
multiseluler Streaming ~2,1
um/min
MTLn3E kanker 1-5% (0-15% per 30% individual Individual ~2,5
payudara tikus lapang pandang) 55% streaming pm/min;

multiseluler
15% kolektif

Streaming ~1 pm/min

MDA-MB 231 kanker
payudara manusia

15%

Individual (tanpa bleb
atau dengan protrusi
invasif);

Streaming
multiseluler

Individual (tanpa
bleb): 0,4 - 4,2
pm/min;

Individual (protrusi
invasif): 0,03 — 0,25
pm/min

MDA-MB 231 kanker
payudara manusia

~ 5% (93% lapang
pandang memiliki > 1
sel motil)

44% individual;
56% streaming
multiseluler

Sel tunggal ~ 0,7
pm/min;
Streaming ~ 1,2
pm/min

TN1 kanker payudara

~ 5% (66% lapang

44% individual;

Sel tunggal ~ 0,6

manusia (dari efusi) pandang memiliki>1  56% streaming pm/min;
sel motil) multiseluler Streaming ~ 0,9

pm/min

Spontaneous mouse  80% (bila dekat ~3,9 pm/min (bila

breast tumors dengan makrofag) dekat makrofag);

(MMTV-PyMT) signifikan lambat bila
jauh.

MCF7 kanker Individual 0,52- 0.55 pm/min*

payudara manusia

2.3.2 Komponen migrasi sel kanker

Sumber: Clark dan Vignjevic (2015); *Yan dan Irimia (2014)

Migrasi sel mempunyai serangkaian komponen proses, yang seringkali

diregulasi oleh efektor yang sama tanpa memandang tipe sel dan cara migrasi.

Proses ini termasuk polarisasi, protrusi, adhesi, translokasi badan sel, dan retraksi

bagian belakang sel.

A. Polarisasi sel

Polarisasi sel merujuk pada kecenderungan sel metastatik memiliki

pengaturan bagian depan dan belakang sel yang stabil, dibanding sel epitel yang

polarisasinya basal dan luminal. Polarisasi diinduksi dan muncul dalam lingkungan

yang menyediakan stimulasi arah. Stimulasi ini dapat berupa kemotaksik
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(chemoattractant atau morphogen), haptotaksik (gradien konsentrasi substrat),
mekanotaksik (putusnya kontak antar sel seperti pada luka), elektrotaksik, dan
durotaksik (perbedaan sifat kelunakan MES), atau kombinasi beberapa stimulan.
Bagian depan sel (leading edge) biasanya ditandai oleh polimerasi aktin secara
aktif yang menghasilkan protrusi dan adhesi pada substratum. Bagian belakang
sel (trailing/rear edge) ditandai oleh bundel aktin yang stabil, serta pelepasan dan

penguraian adhesi (Ridley et al., 2003).

B. Protrusi

Protrusi adalah pembentukan -penonjolan membran secara de novo,
searah dengan arah migrasi yaitu pada leading edge (Murphy dan Courtneidge,
2011). Pembentukan protrusi erat hubungannya dengan ‘pelebaran sel’ (cell
spreading). Sel dapat melebar secara isotropik yaitu memipih pada permukaan,
atau secara anisotropik yaitu melalui pembentukan perpanjangan membran
secara asimetrik ke berbagai arah. Saat densitas ligand menurun, pelebaran
secara anisotropik lebih dipilih, sedangkan saat densitas ligand mencukupi,
pelebaran isotropik lebih dominan. Karena itu, saat sel butuh untuk ‘mencari’ ligand
untuk berikatan, sementara ligand di media yang dilewatinya jarang, maka sel
terpicu untuk membentuk penonjolan (Reinhart-King et al., 2008).

Protrusi memiliki tiga komponen utama berupa ekspansi membran plasma,
pembentukan rangka yang mendukung penonjolan membran, dan terbentuknya
kontak dengan substrarum sehingga menghasilkan traksi untuk perpindahan
seluruh badan sel dan menyampaikan sinyal regulator polimerisasi aktin. Protrusi
dibentuk oleh polimerisasi lokal aktin. Setidaknya terdapat empat jenis protrusi
membran plasma yaitu lamellipodia, filopodia, podosome, dan invadopodia yang
secara morfologi dan molekuler karakteristiknya berbeda (Murphy dan

Courtneidge, 2011).
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Tabel 2.3 Jenis protrusi berbasis aktin pada sel

Karakteristik Lamellipodia Filopodia Podosom Invadopodia
Deskripsi Tonjolan yang Proyeksi seperti  Inti kaya aktin yang ldem podosom
seperti jari dikelilingi oleh
lembaran, cincin yang
melekat di berhubungan
permukaan dengan aktin dan
protein persinyalan
Lokasi Leading edge Biasanya di Permukaan ventral  Permukaan ventral
sel area sel, sering sel, sering
lamellipodia terkumpul di berlokasi di bawah
belakang leading nukleus
edge sel
Dimensi Lebar0,1-0,2 Lebar0,2-0,3 Lebar0,5-2 um Lebar 0,5- 2 um
tonjolan pm Panjang 3—10 Panjang > 2 uym Panjang > 2 pm
pm
Pengaturan Filamen aktin Bundel filamen  Filamen aktin yang  Filamen aktin
akting yang bercabang  aktin paralel bercabang dan bercabang pada

tidak bercabang

permukaan sel
dan filamen aktin
tidak bercabang
sepanjang ujung
protrusi

Keterlibatan
lipid

Ptdins(4,5)P

PtdIns(4,5)P
Ptdins(3,4)P

Ptdins(3,4)P

Ptdins(3,4)P,
PtdIns(3)P,

Lipid raft (caveolin
)

Ketergantunga  Menginduksi Regulasi Dibutuhkan untuk Idem podosom
n terhadap ekstensi densitas elongasi dan/atau
mikrotubulus lamellipodia filopodium pada  pembentukan
area yang kaya
lamellipodium
Proteolisis Minimal Tidak Ya, melalui Ya, melalui MMP2,
periseluler MTMMP dan UPAR MMP9, MTMMP1,
seprase, UPAR,
ADAM12,
ADAM15, dan
ADAM19
Durasi stuktur Menit Menit Menit Jam
Fungsi Menyediakan Sebagai alat Remodelling MES terutama melalui
permukaan luas mekanosensori  protese
untuk s dan
menghasilkan eksplorasi

traksi pada
migrasi ke
depan

(Sumber : Murphy dan Courtneidge, 2011)

Polimerisasi aktin terjadi melalui nukleasi filamen baru serta kesediaan dan

penambahan monomer baru. Komplek actin-related protein (Arp) 2/3 merupakan

suatu heptamer molekuler yang melekatkan diri pada bagian samping filamen aktin
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yang sudah ada dan melakukan nukleasi polimerisasi aktin de novo pada sudut
tertentu. Hal ini penting untuk pembentukan percabangan pada lamellipodia, dan
juga penting pada pembentukan bagian dasar filopodia, podosome, dan
invadopodia. Ketersediaan monomer terjadi melalui pemutusan filamen lama oleh
cofilin, suatu protein pemutus filamen aktin. Pemanjangan bagian ujung positif
(barbed end) filamen aktin dilakukan oleh formin dibantu oleh profilin, yang melekat
pada ujung positif tersebut dan mempolimerisasi monomer aktin. Pengaturan
pemanjangan aktin dilakukan melalui kerja sama berbagai protein seperti NWASP

dan cortactin (Friedl dan Wolf, 2003) (gambar 2.5).
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Gambar 2.5 Rangkaian proses treadmiling aktin.

Keterangan: Filamen aktin dinukleasi oleh komplek protein Arp2/3 (diaktivasi
oleh protein WASP/Scar yang berhubungan dengan membran) sebagai
cabang dari filamen yang sudah ada, di dekat membran plasma (1). Hal ini
menyebabkan aktin-mendorong membran ke depan melalui penambahan
monomer aktin pada ujung positifnya (2). Pertumbuhan filamen menurun
setelah terjadi capping pada ujung positif (3). Filamen menua melalui
hidrolisis ATP yang terikat pada tiap subunit dan diikuti pelepasan fosfat,
sehingga subunit  ATP~F-aktin = berubah menjadi ADP~F-aktin (4).
ADP/cofilin (5) dan tropomyosin (6) berkompetisi untuk berikatan dengan
subunit ADP. l|katan oleh tropomyosin bersifat irreversibel, sedangkan
ADP/cofilin dapat lepas bila terdeaktivasi, misalnya oleh LIM kinase. Setelah
debranching (pelepasan ujung negatif dari komplek ARP2/3, (7)), filamen
mengalami depolimerisasi pada ujung minusnya (8). Filamen aktin yang
memanjang hingga ke ‘zona konvergen’ di bagian belakang mengalami
depolimerisasi secara aktif. Monomer aktin menyebar ke leading edge (9),
dan bertemu dengan profilin yang mengembalikan kemampuan polimerisasi
monomer tersebut dengan mengkatalisis pertukaran ADP-ATP (Sumber :
Stuhrman et al., 2011)

C. Adhesi

Adhesi terhadap MES terjadi terutama melalui reseptor integrin. Integrin
merupakan superfamili reseptor heterodimer yang berikatan dengan ligand MES
atau reseptor pasangannya pada sel lain. Ikatan integrin dengan ligand memicu
jaras persinyalan yang meregulasi protrusi, serta menghubungkan MES dan
sitoskeleton aktin sehingga menyediakan traksi untuk migrasi. Adhesi biasanya
terbentuk pada area yang terbatas, berkisar dari bentukan kecil dan seperti titik

(nascent adhesion atau komplek fokal) hingga besar dan memanjang (focal
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adhesion). Bentuk, ukuran, dan fungsi adhesi bervariasi tergantung pada lokasi
subseluler dan tipe sel. Adhesi yang dekat dengan leading edge, misalnya pada
lamellipodia atau pada sel yang bergerak cepat, cenderung berukuran kecil dan
secara aktif memicu pembentukan dan polimerisasi aktin dengan cepat.
Sedangkan adhesi yang terletak lebih jauh dari leading edge cenderung berukuran
besar, lebih stabil dan terkait dengan bundel filamen aktin yg besar. Lebih dari 200
molekul berkontribusi pada adhesi. Beberapa adhesi terorganisasi dalam komplek
persinyalan yang mengandung kinase dan protein adaptor yang bekerja dengan
cara mengundang komponen persinyalan lain untuk bekerja sama. Paxilin dan
FAK adalah dua komponen adhesi yang penting. Keduanya mengatur kerja Rho-
GTPase yang merupakan pelaku utama persinyalan dalam migrasi sel (Friedl dan

Wolf, 2003).

D. Regulasi dan integrasi

Proses migrasi diregulasi oleh jejaring persinyalan yang diawali terutama
oleh integrin. Regulasi terjadi melalui sinyal lokal dan sementara, yang menjaga
polaritas sel dan mendorong proses lokal seperti polimerisasi aktin, adhesi,
pembentukan bundel actomyosin, dan dinamika mikrotubulus. Dalam regulasi ini,
pengorganisasian dilakukan melalui rangka persinyalan besar yang melibatkan
beberapa protein adapor multidomain, yang berperan melokalisasi dan
mengaktivasi kinase dan fosfatase. Protein adaptor yang paling banyak dipelajari

adalah paxillin dan FAK (Devreotes dan Horwitz, 2015).

E. Translokasi badan sel dan retraksi bagian belakang sel

Translokasi badan sel didorong olah koordinasi kontraksi actomyosin yang
mekanismenya belum dipahami dengan baik. Myosin Il dan motor mikrotubulus
(misalnya dynein) juga mengontrol translokasi nukleus. Retraksi bagian belakang

sel (rear end) membutuhkan koordinasi kontraksi sitoskeleton aktin dan
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penguraian adhesi pada belakang sel. Beberapa mekanisme memicu penguraian
adhesi yaitu kontraksi actomyosin yang menghasilkan daya melawan adhesi
sehingga adhesi tercabut, penguraian adhesi yang diinduksi oleh mikrotubulus,
endositosis integrin, dan pemecahan proteolitik protein focal adhesion yang
menghubungkan integrin dengan aktin, oleh calpain (Ananthakrishnan dan

Ehrlicher, 2007).

2.3.3 Siklus motilitas sel kanker

Secara umum pergerakan sel pada 2D terjadi dalam model lima langkah
yang diajukan oleh Friedl dan Wolf (2003) (gambar 2.6). Saat sel bergerak secara
tiga dimensi dalam jaringan, sel melakukan remodeling MES dengan
menggunakan proteolitik.

a) Langkah pertama yaitu protrusi tepi depan (leading edge). Filamen aktin
yang memanjang terhubung dengan. protein adaptor dan mendorong
membran sel ke arah luar. Aktin berpolimerisasi dengan berpasangan ke
kompleks nukleasi aktin Arp2/3, yang terikat ke Wiscott—Aldrich syndrome
protein (WASP). Kompleks Arp2/3-WASP terhubung ke bagian dalam
membran plasma melalui kluster phosphoinositol (PIPs). Protein Arp2/3
juga berinteraksi di lateral dengan filamen aktin dan menginduksi
percabangan dari filamen yang sudah ada ke jejaring aktin. PIP juga
berikatan dan mengaktivasi guanine-nucleotide exchange factors (GEFS)
yang meregulasi aktivitas GTPase Rac, CDC42, dan Rho, serta RAS. Pada
satu jalur CDC42 berikatan dengan WASP dan PIPs, yang mengaktifkan
WASP dan karenanya menginduksi filopodia dan pemanjangan
pseudopodia. Reseptor kemokin dan faktor pertumbuhan mengaktifkan

phophatidylinositol 3-kinase (PI3K) dan phosphatidylinositol 4,5-kinase
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d)

b)

(P145K) yang merupakan enzim pemicu sintesis PIPs, dan lebih lanjut
mengaktifkan Rac, CDC42, dan Rho.

Interaksi sel-MES dan pembentukan kontak fokal. Integrin melakukan
kontak dengan ligand pada MES dan mengelompok pada membran sel.
Kluster integrin merekrut protein adaptor dan persinyalan melalui domain
intraseluler-nya, sehingga terjadi fosforilasi dan defosforilasi ke dalam sel
(persinyalan outside in). Ujung domain sitoplasmik integrin berinteraksi
langsung dengan alpha-aktininin, talin, FAK dan tensin. Semua protein ini
dapat berikatan dengan protein adaptor melalui SH2, SH3, atau proline-
rich domain, untuk kemudian merekrut protein pengikat aktin (vinculin,
paxillin, dan alfa aktinin) dan juga molekul regulator (PI3K dan Rho) ke
kontak fokal. Hubungan antara kompleks aktin/Arp2/3 dan terbentuknya
kontak fokal difasilitasi oleh vinculin. Pembentukan kontak fokal secara
langsung dan tidak langsung diinduksi oleh berbagai jalur persinyalan,
seperti PI3K aktif, protein kinase C (PKC) dan Rho (persinyalan inside out).
Perekrutan protease permukaan sel ke kontak MES dan proteolisis fokal.
Protease permukaan menjadi terkonsentrasi di dekat lokasi ikatan substrat.
Di dekat permukaan sel, protease memecah komponen MES seperti
kolagen, fibronectin, dan laminin, serta pro-MMPs, menghasilkan MMPs
aktif. MMP1 dan kolagenase lain memecah kolagen dan makromolekul
MES lain, menjadi fragmen yang lebih kecil, yang kemudian didegradasi
oleh gelatinase (MMP2 dan MMP9) atau serin protease.

Kontraksi sel oleh actomyosin. Perpindahan sel yang sesungguhnya
membutuhkan kekuatan tarikan yang berasal dari kontraksi stress fibers.
Rho-GTPase mengaktivasi ROCK yang kemudian menon-aktifkan myosin-
light-chain phosphatase (MLCP). MLCP menyebabkan defosforilasi myosin

Il light chain (MLC2). Myosin-light-chain kinase (MLCK) mempunyai efek
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antagonis yaitu memfosforilasi MLC2 dan ROCK dapat langsung
memfosforilasi MLC2. Bila MLC2 terfosforilasi (P-MLC?2), aktivitas myosin
Il ATPase meningkat, dan myosin Il terlibat lebih efisien dalam interaksinya
dengan filamen aktin, dan akhirnya meningkatkan kontraktilitas sel. Cara
lain regulasi kontraktilitas sel adalah melalui persinyalan Cdc42, yang
bekerja melalui efektornya, myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-
binding kinase (MRCK), yang bekerja menginhibisi MLCP.

Pelepasan perlekatan pada tepi ekor. Pada tepi ekor/belakang,
pembongkaran kontak fokal terjadi melalui beberapa mekanisme. Protein
pengikat dan pemutus aktin (misalnya gelsolin dan cofilin) menjadi tutup
filamen aktin dan menyebabkan aktin terburai, sehingga terjadi turnover
filamen. Fosfatase membatasi pembentukan protein sitoskeletal. Protease
sitoplasmik calpain memotong komponen kontak fokal termasuk talin dan
ekor dari integrin 31 dan B3. Fosforilasi FAK menyebabkan pembongkaran
kontak fokal, melalui interaksi dengan Grb2 sehingga terjadi perekrutan
dynamin. Defosforilasi dynamin dan ekstensi mikrotubulus ke kontak fokal
diperlukan untuk internalisasi integrin sehingga terjadi pembongkaran
kontak fokal (Nagano et al., 2012). Kontak fokal diperlemah juga melalui
pemecahan proteolitik reseptor adhesi sheddase, dan akumulasi fragmen
kolagen yang terbentuk saat sel bergerak maju. Setelah membongkar
kontak fokal, integrin melepaskan diri dari substrat dan diinternalisasi
melalui vesikel endositik untuk didaur ulang ke arah tepi depan, atau

disimpan di substrat.
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Gambar 2.6 Model lima langkah migrasi sel.

Keterangan : Migrasi sel adalah proses yang terdiri dari beberapa langkah
yang menghasilkan translokasi sel yang dikendalikan aktin. Langkah
dasarnya berdasarkan migrasi haptokinetk dua dimensi, yang sebenarnya
kurang mewakili hambatan fisik pada pergerakan tiga dimensi. Setelah
pembentukan protrusi pada leading-edge (langkah 1) dan pembentukan
interaksi dengan substrat yang dimediasi integrin (langkah II), pemecahan
MES terfokus pada barrier MES beberapa mikrometer dari leading edge
(langkah 111). Kontraksi sel yang dimediasi aktomyosin (langkah 1V) berlanjut
dengan kontraksi bagian belakang sel dan pergeseran badan sel dan
nukleus ke arah depan (langkah V). (Sumber: Friedl dan Wolf, 2003)

Berbeda dengan migrasi mesenkimal, migrasi amoeboid mengandalkan

actomyosin cortical untuk menghasilkan kekuatan gerak. Aktin submembran
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melekat pada membran dengan perantara protein superfamili 4.1 band yaitu ezrin,
radixin, dan moesin. Sinyal Rho/Rock menjaga kontraktilitas actomyosin cortical
yang terikat membran, sehingga menjaga ketegangan sel. Tekanan hidrostatik
intrasel menyebabkan pelepasan jejaring actomyosin dari membran atau ruptur
actomyosin cortical dan pembentukan herniasi membran berbentuk sferis yang
disebut bleb membran (Maugis et al., 2010).

Perbedaan dasar antara pembentukan lamellipodia pada motilitas
mesenkimal dan blebbing membrane adalah bleb dibentuk oleh aliran sitoplasma,
sehingga gaya pendorong pembentukannya bukan polimerisasi aktin seperti pada
lamellipodia. Peningkatan tekanan hidrostatik disebabkan oleh peningkatan
akumulasi actomyosin kontraktil di cortex posterior atau penurunan cortex—
membrane linking proteins pada tepi sel dan pembongkaran lokal aktin (Fackler
dan Grosse, 2008). Segera setelah bleb terbentuk, actomyosin di bawah membran
kembali seperti semula dan bleb akan diretraksi atau digunakan untuk translokasi
lebih jauh. Pergerakan amoeboid ini tidak memerlukan pembentukan kontak
integrin-MES, dan tidak memerlukan proteolitik MES. Peran Rho/ROCK selain
untuk menjaga kontraktilitas sel dan perubahan bentuk, juga untuk memberi gaya
yang cukup besar sehingga dapat mengubah strutur MES (Wyckoff et al., 2006;

Mierkea et al., 2008).

2.3.4 Peran FAK pada migrasi sel kanker payudara

Focal adhesion kinase merupakan tirosin kinase non-reseptor 125 kDa.
FAK berfungsi sebagai protein adaptor untuk merekrut protein focal adhesion lain
dan regulatornya. FAK juga terlibat dalam regulasi sejumlah proses seluler,
termasuk pelebaran sel, migrasi, invasi, dan proliferasi. Gen fak manusia atau
dikenal juga sebagai ptk2, diidentifikasi pada kromosom 8924 (Yoon et al., 2015).

FAK mempunyai tiga domain utama yaitu domain N-terminal FERM (band 4.1,
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ezrin, radixin, moesin homology), domain sentral kinase, dan domain C-terminal
yang mengandung sequence focal adhesion targeting (FAT) dan dua regio-kaya

prolin (Hall et al., 2011) (gambar 2.7).
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Gambar 2.7 Struktur domain FAK dan lokasi fosforilasi.
Keterangan: FAK terdiri dari domain FERM kinase, karboksi-terminal yang
mengandung rangkaian FAT, dan dua regio prolin yang berikatan dengan
domain SH3 pada protein target. FAK memiliki beberapa lokasi fosforilasi
termasuk Y397, Y407, Y576/577, Y861, dan Y925 (Sumber: Sulzmaier et
al., 2014)

2.3.4.1 Aktivasi dan fungsi FAK

Focal adhesion kinase diaktivasi dan difosforilasi tidak hanya oleh ikatan
integrin-MES, tetapi juga melalui respon seluler lain sebagai akibat stimulus
ekstrasel, misalnya EGF (Eberwein et al., 2015), IGF (Kongsiang et al., 2001),
HGF (Harrison et al., 2013), dan TGF beta (Mandel et al., 2013); sitokin misalnya
IL-6 (Huang et al., 2016), TNF alfa (Wu dan Zhou, 2010), NFkB (Smith et al., 2014);
hipoksia (Nagelkerke et al., 2013) dan MES yang lunak (Gu et al., 2014). Lokasi
Y397 merupakan tempat autofosforilasi pada FAK yang terjadi setelah bertautan
dengan integrin. Fosforilasi Y397 juga dibutuhkan untuk interaksi dengan domain
SH2 pada berbagai protein, termasuk Src family of protein tyrosine kinase (SFK)
(Marlowe et al., 2019), pengaturan subunit phosphoinositide (Pl) 3-Kinase, p85,
Src homologous and collagen-like protein (Shc), growth factor receptor bound

protein 7 (Grb7), dan phospholipase C gamma (PLCy) (Golubovskaya, 2010).

43



"
<<
)
-
.

Perekrutan Src ke FAK yang telah terfosforilasi pada Y-397 akan berlanjut
dengan fosforilasi residu tirosin lain pada FAK, oleh Src. Fosforilasi pada Y576 dan
Y577 yang berlokasi pada domain kinase, diperlukan untuk aktivitas katalitik FAK
(Marlowe et al., 2019). Src juga memfosforilasi Y861 dan Y925 yang berlokasi
pada FAK C-terminus. Fosforilasi Y861 memicu ikatan FAK dengan ekor
sitoplasmik integrin av5 sebagai respon terhadap stimulasi vascular enodothelial
growth factor (VEGF) (Eliceiri et al., 2002). Fosforilasi Y925 membentuk binding-
site untuk Grb2-SH2 dan selanjutnya mengaktifkan jaras Ras/mitogen-activated
protein kinase (MAPK) (Mitra et al., 2006). Selain itu, ikatan Grb2 — Y925 juga
memicu perekrutan dynamin ke focal adhesion, yang diperlukan untuk penguraian
focal adhesion (Ezratty et al., 2005). Pada FAK juga terdapat lokasi fosforilasi
terhadap serine (S732, S840, S843 dan S910) dalam domain C-terminal.
Walaupun belum diketahui dengan pasti, terdapat bukti fosforilasi residu serine
berhubungan dengan inaktivasi FAK saat mitosis (Ma et al., 2001).

Selain berperan sebagai tirosin kinase, FAK juga berfungsi sebagai protein
scaffolding atau ‘rangka’, yang merupakan istilah untuk protein yang mendekatkan
dan mengikat beberapa protein lain untuk memfasilitasi interaksi dan fungsi
protein-protein tersebut. Fungsi scaffolding FAK setelah autofosforilasi pada Y397
dan perekrutan Src adalah Src secara efisien memfosforilasi beberapa molekul
sinyal di lokasi lain FAK. Domain C-terminal FAK mempunyai sejumlah lokasi
interaksi antar protein, termasuk dua regio kaya prolin, yang berfungsi sebagai
lokasi ikatan beberapa protein yang mengandung domain SH3, termasuk protein
adaptor p130Cas, Protein spesifik RhoA pengativasi protein GTPase regulator
associated with FAK (Graf), ARF-GAP containing SH3, ANK repeats, and PH
domain ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1 (ASAP1), dan

endophilin A2. Interaksi FAK dengan molekul sinyal yang berbeda ini memicu jaras
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persinyalan yang bervariasi, yang meregulasi pelebaran, adhesi, migrasi, invasi,

survival, dan proliferasi sel (Luo dan Guan, 2011).

Tabel 2.4 Domain fungsional dan lokasi fosforilasi FAK

Domain Lokasi Fungsi Referensi
fosforilasi
FERM Y397 Kunci autofosforilasi, sebagai respon (Hanks dan
terhadap adhesi yang dimediasi integrin. Polte, 1997;
Berikatan dengan domain SH2 dari Src, Parsons,
Fyn, dan kinase keluarga Src lain. 2003)
Protein Y407 Mungkin merekrut protein dengan domain  (Hanks dan
kinase SH2 yang berikatan ke phophopeptida Polte, 1997)
dengan Pro pada 3 posisi (misal c-
CRK,Nck, dan c-Abl).
Meregulasi aktivitas FAK secara negatif
Y576 Lokasi utama fosforilasi FAK oleh Src. (Polte dan
Y577 Berperan penting dalam interaksi dengan Hanks, 1997)
Crl-associated substrate (p130Cas)
Proline- S722 Kompetisi antara GSK3( dan PPI pada (Bianchi et
rich S722 meregulasi FAK saat spreading dan  al., 2005)
migrasi.
S732 Diregulasi oleh Cdk5, yang mempengaruhi - (Xie et al.,
organisasi mikrotubulus dan pergerakan 2003;
nukleus pada migrasi neuronal dan LeBoeuf et
sentrosom saat mitosis. al., 2006;
Juga difosforilas oleh Rho-dependent Park et al.,
kinase pada sel endotel. 2009)
Y861 Mungkin merekrut protein dengan domain (Hanks dan
SH2 yang berikatan dengan Polte, 1997;
phosphopeptida dengan residu hidrofobik Parsons,
pada posisi +3. 2003)
Fosforilasinya mungkin meningkatkan
fosforilasi pada Y397.
FAT Y881 Lokasi ikatan yang potensial untuk c-Abl (Zrihan-Licht
dan Grb-2. et al., 2004)
S910 Difosforilasi oleh ERK5 dan defosforilasi (Villa-
oleh PP16. Moruzzi,
2007)
Y925 Meregulasi turn over/disassembly focal (Deramaudt
adhesion, peningkatan protrusi sel melalui et al., 2011)

aktivasi p130CAS/Dock180/Racl signaling
pathway

Berbagai bukti menunjukkan peran positif FAK dalam migrasi sel melalui
beberapa rekan persinyalan. FAK melalui domain FERM dapat berikatan
langsung dan mengaktivasi komplek actin-related protein 2/3 (Arp2/3), yang
kemudian bekerja membentuk percabangan filamen aktin. Penghambatan FAK

menyebabkan perubahan bentuk lamellipodia yang merupakan struktur penting
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penetapan polaritas, sehingga FAK diduga berhubungan erat dengan regulasi
polaritas sel (Serrels et al., 2010). Selain itu, FAK menstimulasi migrasi sel melalui
modulasi langsung protein yang terlibat dalam re-modelling aktin, termasuk
subfamili Rho GTPase dan Neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein (N-WASP).
Misalnya, FAK berikatan dengan N-WASP dan mengatur fungsinya melalui
lokalisasi subseluler. Kemudian N-WASP mengaktifkan komplek Arp2/3 untuk
menginduksi polimerisasi aktin (Wu et al., 2004).

Dalam proses invasi, FAK berperan penting meregulasi ekspresi dan
aktivasi matriks metalloproteinase (MMP)2, MMP9, dan membrane type 1 (MT1) —
MMP (Wang dan McNiven, 2012). FAK memicu peningkatan ekspresi MMP9 dan
MMP2 melalui jaras sinyal Src/p130Cas/Dock180, yang kemudian - menginduksi
aktivasi Rac dan c-Jun NH2-terminal kinase (JNK). Aktivasi Rac dan JNK
memediasi transkripsi beberapa gen, termasuk gen MMP (Hsia et al., 2003).
Overekspresi MT1-MMP didapatkan pada berbagai tumor. Walaupun podosome
merupakan lokasi utama degradasi MES, tetapi proses ini juga terjadi pada focal
adhesion yang bersifat MT1-MMP dependent. MT1-MMP ditransport ke focal
adhesion melalui pembentukan komplek MT1-FAK-p130Cas yang diregulasi oleh
fosforilasi MT1 oleh Src (Wang dan McNiven, 2012). Hambatan FAK terhadap
invasi juga diduga berhubungan dengan regulasi ekspresi urokinase-type
plasminogen activator (uPA), yang merupakan serine proteinase plasmin
pendegradasi berbagai komponen MES dan protein membran basalis (Mitra et al.,

2006).

2.3.4.2 Focal adhesion kinase dan kanker payudara
Kemungkinan hubungan FAK dengan kanker payudara diidentifikasi oleh
Owens et al., (1995) melalui analisis Northern dan Western blotting yang

menunjukkan level mMRNA dan protein FAK meningkat signifikan pada spesimen
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kanker payudara metastatik dibanding jaringan normal. Analisis imunohistokimia
menunjukkan ekspresi FAK minimal pada epitel mammaria benign tetapi
ekspresinya meningkat pada DCIS, yang memunculkan dugaan overekspresi FAK
tidak hanya pada fenotip invasif tetapi juga pada fase awal karsinogenesis
payudara (Oktay et al., 2003). Peningkatan ekspresi dan aktivitas FAK pada
kanker payudara berhubungan dengan prognosis buruk dan perkembangan
metastasis (Pylayeva et al., 2009).

Mekanisme molekuler yang menyebabkan peningkatan ekspresi FAK pada
kanker payudara masih belum jelas. Analisis pada promoter gen fak
mengidentifikasi p53 sebagai represor dan NfkB sebagai aktivator promoter,
sehingga ekspresi aberrant atau mutasi pada p53 mungkin meningkatkan ekspresi
FAK pada kanker payudara (Golubovskaya et al., 2008).

Focal adhesion kinase memicu invasi pada sel kanker payudara AU-565
sehingga dapat menerobos satu lapisan endotel, dan menginhibisi ekspresi FAK
oleh siRNA atau hambatan lokalisasi FAK oleh FRNK menghambat migrasi trans-
endotelial. Fosforilasi Y397 pada FAK memicu ekstravasasi sel AU-565 (Earley
dan Plopper, 2008). Pada CTCs kanker payudara yang sitokeratin positif
diidentifikasi FAK terfosforilasi, PI3K terfosforilasi, dan organisasi aktin yang
terganggu, yang mendukung aktivasi sinyal FAK pada malignansi dan metastatik
sel kanker payudara (Kallergi et al., 2007).

Sel kanker payudara yang defisiensi FAK menunjukkan pembentukan
ekstra invadopodia tetapi bentuk focal adhesionnya besar dan lebih melekat,
sehingga pergerakan sel menjadi lebih lambat (Chan et al., 2009). Selain itu, tanpa
adanya FAK, protein yang terfosforilasi pada residu tirosin termasuk Src bergerak
menuju invadopodia dan bukan ke focal adhesion. Hal ini mendukung FAK sebagai
koordinator dinamika antara invadopodia dan focal adhesion. Seperti pada

beberapa jenis kanker lain, pada kanker payudara FAK berperan menginduksi
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MMP2 dan MMP9 melalui persinyalan yang dimediasi integrin a581 (Sena et al.,

2015; Ganguly et al., 2012).

2.3.5 Peran Rac-1 pada migrasi sel kanker payudara

Keluarga Rho-GTPase pertama kali teridentifikasi memiliki peran dalam
migrasi sel sekitar 20 tahun yang lalu. Berbagai penelitian secara in vitro dua
dimensi dan tiga dimensi, serta in vivo menguatkan bukti peran berbagai jenis Rho-
GTPase pada migrasi sel. Sampai saat ini teridentifikasi 20 gen Rho-GTPase.
Kebanyakan Rho-GTPase aktif dan menstimulasi target downstream-nya saat
berikatan dengan GTP, dan tidak aktif saat berikatan dengan GDP. Rho-GTPase
diaktifkan oleh guanine nucleotide exchange factors (GEFs) yang menginduksi
pertukaran GDP ke GTP, dan di-nonaktifkan oleh GTPase-activating proteins
(GAPs) yang mengkatalisis hidrolisis GTP ke GDP (gambar 2.8). Jenis Rho-
GTPase yang paling dipahami adalah Rho, Rac, dan Cdc42, yang merupakan
anggota yang paling tinggi kelestariannya di antara spesies eukariotik. Protein ini

berperan dalam migrasi sel pada seluruh model hewan yang diuji (Ridley, 2015).

2.3.5.1 Aktivasi dan fungsi Rac-1

Regulasi dinamika sitoskeleton penting untuk mempertahankan morfologi,
polaritas, adhesi dan migrasi seluler (Bustelo et al.,, 2007). Peran utama Rac
adalah mengatur organisasi sitoskeleton, berupa penyusunan aktin yang
diperlukan untuk pembentukan lamellipodia dan membrane ruffle. Kontrol
pengaturan sitoskeleton melalui Rac melibatkan dua mekanisme berbeda.
Pertama melalui aktivasi Arp2/3 yang berperan dalam polimerisasi aktin melalui
aktivasi WAVE/Scar secara tidak langsung. WAVE dapat diaktivasi melalui
penguraian komplek Rac-Napl-PIR121 atau aktivasi IRSp53 (Seutsugu et al.,

2006). Mekanisme kedua reorganisasi sitoskeleton oleh Rac adalah melalui p21-
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activated kinase (PAK). PAK memiliki GTPase binding domain (GBD) N-terminal
yang dapat berikatan dengan Rac-GTP atau Cdc42-GTP, dan domain
serine/threonine kinase C-terminal. lkatan Cdc42 atau Rac aktif ke domain GBD
PAK melepaskan autoinhibisi dan meningkatkan aktivitas kinase. Pakl memberi
efek ke organisasi sitoskeleton melalui fosforilasi berbagai protein, termasuk LIM
kinase (LIMK), myosin light cain kinase (MLCK), cortactin, dan subunit Arpclb dari
komplek Arp2/3 (Vadlamudi et al., 2004).

Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Rac) juga mengontrol beberapa
fungsi tambahan, termasuk regulasi siklus sel, endositosis, dan fagositosis (Thiel
et al.,, 2002). Rac juga terlibat dalam integrin mediated adhesion. Racl terlibat
dalam aktivasi p38, mengaktifkan MKK3/6-p38MAPK, dan memediasi invasi oleh
H-Rac pada sel epitelial mamaria (Shin et al., 2008). Racl bekerjasama dengan
Raf-1 untuk mengaktifkan jaras Erk (Zugasti et al., 2001). Efektor downstream
Racl dapat memodulasi besarnya respon Racl melalui mekanisme umpan balik
(Zuluaga et al., 2007) (gambar 2.9).
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RhoGDI — Rac

Rac >\/ \ oG
ub

Sequestration of

inactive Rac Inactivation

Ubiquitylation-induced
degradation of active Rac

Gambar 2.8 Mekanisme regulasi aktivitas Rac.

Keterangan: Rac bersiklus antara fase non-aktif (berikatan dengan GDP)
dan aktif (berikatan dengan GTP). Aktivasi Rac difasilitasi oleh kerja GEFs
(misalnya Tiam1), yang memicu pelepasan GDP dari Rac dan kemudian
mengikat GTP. Melalui hubungan dengan GAPs, aktivitas GTPase dari
Rac dipercepat sehingga menonaktifkan Rac. Hubungan Rac dengan
Rho-GDIs menyebabkan Rac terisolasi dalam kondisi non aktif. Aktivasi
Rac juga dapat dihilangkan melalui degradasi yang diinduksi ubiquitylasi
(dimediasi oleh HACEL1) atau dapat dipertahankan melalui modifikasi oleh
SUMO (yang dimediasi PIAS3) (Sumber: Mack et al., 2011).
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Selain regulasi Rac dalam hal aktivasi, regulasi spasial aktivitas Rac juga
berperan untuk mengontrol migrasi sel. Rac memicu lamellipodia agar terbentuk
di leading edge dari sel sehingga sel dapat maju ke depan. Cdc42 berperan
penting untuk membatasi Rac supaya hanya menginduksi lamellipodia di bagian
depan sel. Hambatan aktivitas Cdc42 menyebabkan Rac membentuk lamellipodia
di seluruh perifer sel karena hilangnya polaritas depan-belakang sehingga
menghambat migrasi sel terarah (Nobes dan Hall, 1999). Penelitian lain
menunjukkan peran persinyalan syndecan-4 melalui PKC alfa untuk melokalisir
aktivitas Rac dan Rac menginduksi protrusi membran hanya di leading edge sel
fibroblas. Pengaturan spasial ini juga tampak pada distribusi aktivitas Rac yang
tinggi di dekat leading edge dan membrane ruffle (Kraynov et al., 2000).

Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Rac) berperan dalam regulasi
AF, yang harus diatur secara efisien supaya sel bergerak maju. Penyusunan dan
penguraian AF yang kontinu dibutuhkan dalam pergerakan sel. Salah satu
mekanisme turn over AF adalah melalui dinamika mikrotubulus (MT), yang
membutuhkan aktivasi Rac untuk dapat bekerja (Rooney et al., 2010).

Ras-related C3 botulinum toxin substrate (Rac) dan Rho dapat bekerja
secara bergantian untuk sel dapat menggunakan tipe pergerakan mesenkimal
atau amoeboid (Parri dan Chiarugi, 2010). Sinyal Rac berperan penting untuk
menentukan tipe pergerakan sel melalui regulasi terhadap fosforilasi MLC2 (San
Moreno et al., 2008). Hambatan Rac terhadap fosforilasi MLC2 menghambat
pergerakan amoeboid tetapi memicu pergerakan mesenkimal. Sinyal dari ROCK
mengaktifkan ARHGAP22, yang me-nonaktif-kan Rac, sehingga MLC2 dapat
terfosforilasi dan terjadi migrasi amoeboid. Selain itu DOCK3 yang merupakan
aktivator Rac, membentuk komplek dengan NEDD9, dan kemudian memicu
aktivasi Rac melalui WAVE2. Sinyal ini dibutuhkan untuk menghambat fosforilasi

MLC2 sehingga menekan pergerakan amoeboid, dan untuk pembentukan protrusi
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membran berbasis aktin sehingga terjadi migrasi mesenkimal. Konsisten dengan
hal ini, aktivitas Rac dihubungkan dengan sekresi MMP (Parri dan Chiarugi, 2010).
Tumor sel membutuhkan kedua jenis migrasi ini agar dapat metastasis secara
efisien. Misalnya, migrasi mesenkimal dibutuhkan untuk menginvasi lingkungan
yang kaku melalui kemampuan degradasi matrik dan membentuk jalan.
Sedangkan migrasi amoeboid lebih cepat, dan mungkin dapat melindungi sel dari

shear stress selama sirkulasi (San Moreno et al., 2008).
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Gambar 2.9 Peran Rac dalam reorganisasi sitoskeletal.

Keterangan : Rac diaktifkan oleh reseptor tirosin kinase (RTK), GPCR,
integrin dan stress. Aktivasi Rac memicu perubahan yang berhubungan
dengan pengaturan ulang sitoskeleton (kiri) dan respon lain (kanan)
melalui berbagai mediator. Rac-GTP menginduksi aktivasi WAVE melalui
Irsp53 atau komplek Napl125-PIR121. WAVE mengaktifkan Arp2/3,
menghasilkan perubahan sitoskeleton aktin, yang diperlukan untuk
pembentukan ruffle dan migrasi sel. Rac juga mengaktifkan PAK, yang
kemudian mengaktifkan Arp2/3 dan LIMK (Sumber: Mack et al., 2011).
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2.3.5.2 Ras-related C3 botulinum toxin substrate-1 (Racl) dan kanker
payudara

Pada jaringan kanker payudara Racl di-overekspresi-kan atau hiperaktif.
Selain itu, efektor Rac yaitu PAK1 juga hiperaktif dan/atau overekspresi pada 50%
kanker payudara (Balasenthil et al., 2004), dan ekspresi kinase-dead PAK1 mutant
menurunkan kemampuan invasi MDA-MB-231 sedangkan mutan PAK aktif
memicu migrasi dan invasi sel kanker Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7)
(Vadlamudi et al., 2000).

Pada kanker payudara ER (+), aktivasi PAK berhubungan dengan
erythroblastosis oncogene B2 (ErbB2). Aktivasi Rac-Pakl oleh ErbB2
meningkatkan proliferasi dan aktivasi Erk, konsisten dengan peran Racl/PAK1
dan induksi cyclin D1. Sebagai respon terhadap TGF-f, aktin dan aktinin direkrut
ke ErbB2, yang kemudian ko-lokalisasi dengan GEF Vav2 untuk mengaktifkan
Racl dan PAK1 pada protrusi sel. Karena ErbB2 sering kali overekspresi pada
sejumlah kanker payudara, maka intervensi jaras persinyalan Racl/PAK1 akan
menghambat progresi kanker payudara (Mack et al., 2011).

Ras-related C3 botulinum toxin substrate - guanine-nucleotide exchange
factors (Rac-GEF) juga berperan dalam perkembangan kanker payudara.
Penelitan awal menunjukkan hubungan antara ekspresi Tiaml dan tingginya
grading pada kanker payudara. Selain itu, sel kultur yang sangat metastatik seperti
mDA-MB-231 mengekspresikan tingkat Tiaml tinggi, sedangkan yang kurang
invasif seperti MCF-7 dan SK-BR-3 mengekspresikan Tiam1 lebih sedikit. Tiam1l
berikatan dengan protein sitoskeletal ankryn untuk menstimulasi migrasi dan invasi
(Mack et al., 2011).

2.4 Metastasis sebagai target terapi pada kanker payudara
Kanker payudara tergolong sebagai jenis kanker yang sensitif terhadap

terapi, tetapi hanya sub grup pasien tertentu yang mencapai respon patologis
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lengkap melalui kemoterapi standar yang saat ini tersedia, yang mengindikasikan
perlunya mengembangkan pendekatan terapi baru yang lebih personal
(Cristofanilli et al., 2005; Caudle et al., 2010). Pemahaman terhadap cascade
metastasis dapat menjadi penuntun upaya penghambatan metastasis pada kanker
payudara dan merupakan target terapi yang sangat potensial. Secara garis besar,
Steeg mengkategorikan target anti metastatik menjadi inhibisi seeding, induksi
atau sitostatik sel dorman, dan inhibisi kolonisasi (Steeg, 2016).

Seeding, yang dalam hal ini didefinisikan mulai proses invasi sampai terjadi
laten metastasis, membutuhkan karakteristik tertentu dari sel kanker yaitu
berubahnya polaritas apikal-basal menjadi depan-belakang, kemampuan migrasi,
kemampuan melisiskan matrik ekstraseluler, dan anoikis. Walaupun hambatan
seeding pada kanker payudara kontroversial, tetapi bila upaya untuk
mengidentifikasi marker metastasis laten dan mikrometastasis berhasil (Manzotti
et al.,, 2001; Liu et al., 2012), kemungkinan untuk prevensi metastasis kanker
payudara dapat diterapkan sejak fase inisiasi metastasis. Selain itu karakteristik
yang dibutuhkan untuk seeding juga dibutuhkan untuk infiltrasi organ target dan
re-seeding atau cross seeding, misalnya kemampuan degradasi MES dan motilitas
sel (Gupta dan Massague, 2006; Klein, 2009; Van Zijl, Krupitza dan Mikulits, 2011;
Wells et al., 2013).

a) Hambatan transisi epithelial mesenkimal

Untuk mendapatkan sebagian besar dari karakteristik ini umumnya
disepakati bahwa transisi epithelial-mesenkimal (TEM) merupakan tahapan awal
yang harus dijalani sel kanker. TEM menghasilkan perubahan polaritas sel,
kemampuan migrasi dan lisis matrik ekstraseluler. Dalam konteks inhibisi
metastasis kanker payudara, TEM dieksplorasi sebagai target untuk dihambat
(Wang dan Zhou, 2013). Supresi TEM melalui jaras reseptor tirosin kinase (RTK)

seperti EGFR, ErbB dan platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) (Nieto,
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2011) atau melalui jaras NOTCH dan Wnt (Liu et al., 2013), dianggap sebagai
pendekatan yang tepat. Tetapi efektivitas supresi TEM dalam menghambat
metastasis pada kanker masih diperdebatkan karena beberapa alasan. TEM
merupakan tahapan sementara dalam invasi dan metastasis. Mesenkim dapat
berubah kembali menjadi epitel, diduga setelah melakukan ekstravasasi ke lokasi
sekunder yang diistilahkan sebagai transisi mesenkimal epithelial (TME), sehingga
mendapatkan kembali kemampuan proliferatif dan kemampuan membentuk
jaringan epitelial di lokasi sekunder (Thiery, 2002). Selain itu, sel kanker mungkin
menggunakan mode matilitas lain melalui aktivasi transisi epitelial amoeboid, dan
berubah menjadi morfologis sferis yang membolehkan mereka untuk menyelinap
di antara MES tanpa proteolisis ekstraseluler (Friedl dan Wolf, 2003). Dalam
pergerakan kolektif, sel follower tetap mempertahankan karakteristik epitelialnya
sedangkan sel leader tidak sepenuhnya berubah menjadi mesenkim dan
mempertahankan marker epitelial dan mesenkimal (Prasad dan Montell, 2007).

Observasi klinis pada kanker payudara menunjukkan mayoritas metastasis
kanker payudara mengekspresikan E-cadherin dan mempertahankan morfologi
epitelial-nya, yang mendukung hipotesis bahwa sel tersebut menyebar tanpa
berubah ke fenotip mesenkimal (Tarin, 2005; Thompson dan Newgreen, 2005).
Penelitian pada jenis kanker selain kanker payudara, pancreatic ductal
adenocarcinoma dan kanker kulit menunjukkan bahwa invasi dan metastasis tetap
terjadi walaupun TEM dihambat, dan bahkan meningkatkan proliferasi sel kanker
(Yang et al., 2008; Liu et al., 2014; Zheng et al., 2015). Kanker payudara juga
menunjukkan kecenderungan serupa dan dapat metastasis ke paru tanpa transisi
ke mesenkim (Fischer et al., 2015).
b) Hambatan degradasi MES

Inhibisi seeding juga dapat dilakukan pada properti sel metastatik dalam

mengatasi hambatan motilitas oleh MES. Degradasi MES melibatkan enzim
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protelitik seperti metallo-, aspartic-, cysteine-, serine-, dan threonine proteinase,
karena penyusun MES didominasi protein. Di antara berbagai enzim proteolitik
tersebut yang dapat melisiskan kolagen adalah MMP. Pada kanker payudara,
MMP-2, -7, -9, -11, dan -14 mengalami peningkatan ekspresi dan berhubungan
dengan masa relaps-free survival yang lebih pendek dan prognosis buruk (Eir6 et
al., 2013). Karena itu, logis bila inhibisi MMP menjadi target penghambatan
metastasis.

Faktanya pada tahun 1990-an dikembangkan beberapa inhibitor MMP
yang sampai uji Klinis fase Il yaitu randomized trial antara inhibitor MMP dengan
obat terbaik yang sudah ada untuk menentukan efikasi obat. Hasilnya
menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna antara pemberian inhibitor
MMP dengan obat yang sudah ada serta munculnya efek samping berupa nyeri
otot dan inflamasi, sehingga pengembangan inhibitor MMP dihentikan (Coussens,
2002). Kegagalan ini disebabkan oleh inhibitor yang dikembangkan tidak spesifik
untuk MMP tertentu padahal terdapat homologi yang erat pada domain katalitik
semua jenis MMP, sehingga inhibisi MMP dalam spektrum luas menyebabkan
hambatan fungsi positif MMP misalnya remaodeling MES atau supresi metastasis
(MMP-8). Selain itu, penelitian in vitro menunjukkan inhibisi total MMP
menyebabkan migrasi sel kanker tipe amoeboid menjadi lebih efisien, dengan sel
berbentuk bulat dan tanpa polaritas (Friedl dan Wolf, 2003). Pada akhir tahun
2000-an mulai dikembangkan kembali inhibitor MMP di antaranya antibodi
monoklonal terhadap domain katalitik pada lokasi yang tidak berinteraksi dengan
chelating zinc dan molekul kecil yang berikatan dengan domain hemoplexin
sehingga menghambat dimerisasi MMP. Keduanya diterapkan untuk menginhibisi
MMP-9 dan MMP-14 (Cathcart et al., 2015). Walaupun demikian, inhibisi MMP
mungkin tidak sepenuhnya efektif untuk menghambat invasi dan metastasis

mengingat pergerakan sel secara amoeboid tidak membutuhkan lisis MES dan sel
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kanker dapat mengubah mode pergerakannya dari mesenkimal ke amoeboid
sesuai dengan kondisi lingkungan mikronya (Gialeli et al., 2011). Seiring dengan
peningkatan stadium kanker, overekspresi MMP pada seorang pasien kanker
payudara mungkin lebih dari satu jenis MMP, sehingga memunculkan pertanyaan
apakah dalam inhibisi MMP secara spesifik perlu diberikan sejumlah jenis MMP
atau lebih tepat diberi inhibitor spektrum luas dengan resiko efek sampingnya
(Smyth, 2003).

c) Hambatan remodeling aktin

Migrasi sel membutuhkan integrasi berbagai mekanisme molekuler yang
berperan dalam koordinasi membentuk adhesi baru sementara melepaskan
adhesi sebelumnya dan secara simultan mengaplikasikan gaya yang dapat
memindahkan badan sel. Secara garis besar, migrasi sel memerlukan
kemampuan otonom sel, faktor komunikasi terlarut, adhesi antar sel, adhesi sel-
matrik, dan integrasi molekul determinan migrasi (Palmer et al., 2012). Intervensi
kemampuan otonom migrasi sel ditujukan pada hambatan kemampuan
remodelling sitoskeleton, terutama aktin.

Polimerisasi, ekstensi, stabilisasi dan depolimerisasi aktin dan mikrotubulin
diatur oleh GTPase kecil yaitu Rho, Rac, dan CDC42 (Rodriguez-Hernandez et al.,
2016), yang berhubungan dengan kontrol protrusi sel (lamellipodia dan filopodia).
Selain itu, protein tirosin kinase non reseptor- Src, meneruskan sinyal integrin —
dependent yang berperan sentral dalam motilitas dan proliferasi sel (Yeatman,
2004; Zhang et al., 2010). Keempat protein tersebut meningkat regulasinya pada
sel metastatik sehingga dapat menjadi target inhibisi invasi dan metastasis (Wells
et al., 2013; Palmer et al., 2011). Protein non-enzimatik Wiskott-Aldrich Protein
(WASP) dan famili WAVE memacu remodeling aktin melalui aktivasi Arp, yang
menghasilkan polimerisasi aktin baru dan membentuk protrusi pada bagian depan

sel. Target lainnya adalah faktor transkripsi yang mengatur ketersediaan protein
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untuk pengaturan ulang sitoskeleton, misalnya Snail, Twist, dan SATB1 (Palmer,
2011).
d) Hambatan komunikasi antara tumor dengan inang/organ target

Mobilisasi sel juga memerlukan komunikasi solubel antara tumor dengan
inang/organ target. Faktor terlarut ini bisa dihasilkan oleh tumor dan bertindak
sebagai parakrin dan autokrin untuk mobilisasi tumor maupun host, misalnya EGF,
HGF, dan TGFp. Hospes terutama sel stroma juga dapat menyekresi faktor terlarut
yang menginduksi motilitas sel tumor, misalnya EGF, HGF, TGFp, dan CCL5.
Interaksi antar sel dan antara sel dengan stroma mengalami perubahan
karakteristik pada metastasis. Pada prinsipnya, perubahan adhesi sel yang
memfasilitasi migrasi sel tumor pasti meningkatkan risiko terjadinya metastasis.
Karena itu, peningkatan ekspresi Ephrin A2 dan IgSF pada interaksi antar sel,
ekspresi integrin avb3 dan hyaluronic acid receptor CD44 pada interaksi sel-
stroma, dan ekspresi isoform tenascin-C dan fibronectin pada remodeling stroma,
yang memfasilitasi peningkatan motilitas sel pada akhirnya meningkatkan
kemampuan invasi dan metastasis (Palmer, 2011).
e) Hambatan molekul atau protein scaffold

Target lain dalam penghambatan motilitas sel tumor adalah molekul atau
protein scaffold, yang umumnya berupa protein adaptor yang mampu berinteraksi
secara simultan dengan beberapa protein dan kemudian bersama meregulasi satu
proses biologis. Protein adaptor dalam motilitas sel yang inhibitornya
dikembangkan dalam tahap uji klinis adalah Focal Adhesion Kinase/FAK (Palmer,
2011).

Protein FAK di-overekspresi-kan pada ductal carcinoma insitu (Lightfoot et
al., 2004), kanker payudara invasif (Glénisson et al., 2012; Yom et al., 2011;
Stickeler et al., 2005; Cance et al., 2000), dan meningkat seiring dengan

progresivitas kanker payudara (Ganguly et al.,, 2012). Peningkatannya pada

5/



"
<
n
-
.

kanker payudara primer berhubungan dengan onset usia muda, invasi limfo-

vaskular, dan fenotipe TNBC. Peningkatan ekspresi FAK pada jaringan metastatik

berhubungan dengan OS dan progression free survival (PFS) yang pendek

(Golubovskaya et al., 2014).

Tabel 2.5 Inhibitor migrasi yang dalam pengembangan klinis

Obat Target Produsen Fase klinis
Autonom sel
Saracatinib (AZD0530) Src AstraZeneca Il
Bosutinib (SKI-606) Src Wyeth I, 1
Dasatinib (BMS-354825) Src Bristol-Myers Squibb I,
Fasudil Rho kinase Asahi Kasei I, 10, 1l
Interaksi Soluble
CTCE-9908 SDF-1 Chemokine Therapeutics Il
MetMAB (PRO143966) Met Roche/Genentech [
AMG 208 Met Amgen I
GC1008 TGF-B family ~ Genzyme [l
Trabedersen (AP 12009) TGF-p2 Antisense Pharma I,
Infliximab TNF-a Centocor I, 1l
Herceptin” (trastuzumab) EGFR Genentech/Roche I, 11, 1l
Avastin® VEGF Genentech/Roche [, 11, 1l
Interaksi antar sel
IGN-101 EpCAM Aphton 1l
Exherin (ADH-1) N-cadherin Adherex I, 11
Interaksi sel dengan MES
Cilengitide (EMD121974) Integrin  avB EMD/Merck I, 1

dan av5

Volociximab (M200) Integrin a5B1 PDL/Biogen Il
Etaracizumab(Abegrin) Integrin avB3 = Medimmune I, 1l

ATN-161
BMS-275291
Endostatin
Curcumin
Tigapotide (PCK3145)
A6

Mesupron (WX-671)
ATN-658
Tempostatin
(Halofuginone
hydrobromide)

PI1-88

Vitaxin

Integrin
MMPs
MMPs
MMPs
MMP9
CD44
Ufa
Ufa
Stroma

Heparanase
Integrin av3

Tactic Pharmaceuticals
Bristol-Myers Squibb
Alchemgen Therapeutics
Sabinsa Corporation
Ambrilia Biopharma
Angstrom Pharmaceuticals
Wilex

Tactic Pharmaceuticals
Collgard Pharmaceuticals

Progen
Medlmmune

(Sumber : Palmer et al., 2012)
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Pada migrasi sel, persinyalan FAK berperan dalam pembentukan focal
adhesion melalui ikatan dengan Rho guanine nucleotide exchange factor
(ARHGEF28) yang berlanjut pada peningkatan fosforilasi paxilin sehingga terjadi
pematangan focal adhesion. Pematangan focal adhesion menyebabkan ikatan
domain FERM pada FAK dengan Arp3, yang menyebabkan aktivasi Arp2/3
pengatur polimerisasi actin pada pembentukan protrusi sel. Selain itu, FAK juga
mengatur turnover focal adhesion melalui proteolisis protein focal adhesion yaitu
talin dan cortactin. Karena focal adhesion dan pengaturan actin diperlukan sel
motil untuk melakukan kontak dengan MES, terutama interim. Oleh karena itu,
hambatan terhadap FAK dapat menghambat migrasi sel kanker (Sulzmaier et al.,
2014). Inhibisi FAK juga menghasilkan efek lain selain migrasi dan invasi sel
kanker karena ikatannya dengan Src, Mdm4, GATA4 dan p53, yang mengatur
pertumbuhan, survival, dan angiogenesis (Yoon et al., 2015). FAK juga berperan
dalam progresi dari mikrometastasis menjadi makrometastasis, melalui

pembentukan tonjolan mirip filopodium (Shibue et al., 2012).

2.5.  Apoptosis pada kanker payudara

Apoptosis, atau kematian sel terprogram tipe 1, normal terjadi saat siklus
hidup organisme untuk menjaga homeostasis populasi sel pada jaringan.
Apoptosis dipicu sebagai respon terhadap berbagai stimulus saat perkembangan
dan pada saat terjadi stress seluler atau kerusakan berat. Kelainan regulasi
mekanisme apoptosis terjadi pada beberapa penyakit, dan defisiensi apoptosis
merupakan karakteristik progresi kanker (Hanahan dan Weinberg, 2000). Secara
morfologis dengan menggunakan mikroskop elektron, apoptosis dibedakan
menjadi dua tahap. Pertama adalah kondensasi nukleus dan kompartemen
sitoplasmik. Kemudian kondensasi tersebut pecah menjadi fragmen-fragmen

terbungkus membran, diikuti dengan peluruhan badan apoptotik yang difagosit
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oleh makrofag, sel parenkim, atau sel neoplastik dan didegradasi dalam

fagolisosom (Elmore, 2007).

Apoptosis memiliki dua subtipe yang sama secara morfologis tetapi
persinyalannya melalui rute biokimiawi yang berbeda (gambar 2.10). Jaras
ekstrinsik atau death receptor menginduksi apoptosis sebagai respon terhadap
ikatan death ligand dengan death receptor specific di permukaan sel. Jaras
intrinsik atau mitokondria dipicu oleh stimulus yang dimediasi oleh non-reseptor,
yang menghasilkan sinyal intraseluler yang dimediasi mitokondria. Pada akhirnya,
kedua jaras ini mengaktifkan = cysteine-aspartic proteases (caspase) yang
menyebabkan proteolitik dan percernaan nukleus sel. Caspase terbagi menjadi
dua kelompok, yaitu kelompok caspase inisiator hulu (caspase-9, caspase-2,
caspase-8, dan caspase-10), dan kelompok caspase eksekutor hilir (caspase-3,
caspase-6, dan caspase-7). Aktivasi caspase menghasilkan pemecahan substrat

di hilir-nya yang berakhir dengan apoptosis (Elmore, 2007).

2.5.1 Apoptosis jalur intrinsik

Proses siklus sel memiliki beberapa checkpoint, yang digunakan untuk
memutuskan apakah sel akan terus membelah, menjadi quiescent, menjadi
senescent, atau mengalami apoptosis. Satu kriteria yang harus dipenuhi adalah
bahwa untuk siklus sel dapat berlanjut DNA harus utuh (intact). Beberapa protein
bertugas dalam mendeteksi dan memperbaiki kerusakan DNA dan mengatur
protein regulator siklus sel (Albert, 2015). Jalur persinyalan apoptosis intrinsik
dipicu oleh stimuluas intraseluler yang menginduksi rangkaian sinyal, dengan
hasil mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) dan kematian sel.
Stimulus ini termasuk kerusakan DNA, reactive oxygen species (ROS), radiasi,
infeksi virus, hipoksia, dan toksin, serta hilangnya supresor apoptosis dan faktor

survival sel (Koff et al., 2015).
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Stimulus apoptosis mengaktifkan berbagai efektor di hilirnya yang berakhir
dengan terbukanya kanal membran luar mitokondria, sehingga melepaskan
sitokrom C ke sitoplasma. Hal ini memicu aktivasi caspase, hilangnya A¥Ym
(potensial membran mitokondria), penurunan ATP seluler, dan produksi radikal
bebas. Pelepasan sitokrom C menstimulasi pembentukan komplek aktivasi
caspase yang dikenal sebagai apoptosome (Bouchier-Hayes et al., 2005).
Pembentukan apoptosome disebabkan oleh ikatan sitokrom C ke regio C-terminal
apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), suatu protein sitosolik dengan satu
N-terminal caspase-recruitment domain (CARD) dan satu nucleotide-binding
domain (Saelens et al., 2004). Setelah terbentuk, apoptosome dapat berikatan
dengan caspase-9, yang memecah dan mengaktivasi caspase-3 (Elmore, 2007).

Aktivasi caspase efektor bertanggung jawab terhadap karakteristik
kondensasi kromatin dan fragmentasi DNA pada sel apoptotik. Caspase-3 dan -
7 mengaktifkan caspase-activated DNase (CAD) dengan memecah inhibitor CAD
(ICAD) (Kitazumi dan Tsukahara, 2011). Caspase-3 juga mengaktifkan
kondensasi apoptotic chromatin condensation inducer in the nuclease (ACINUS),
dan cytosolic helicase-CARD (HELI-CARD), yang menyebabkan kondensasi
kromatin dan degradasi DNA (Kovacsovics et al., 2002).

Selain sitokrom C, faktor pro-apoptotik lainnya juga dilepaskan dari
mitokondria saat MOMP. Second mitochondria-derived activator of
caspase/Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with Low pl (Smac/DIABLO)
memicu apoptosis dengan menghambat inhibitor of apoptosis (IAP), seperti X-
linked IAP (XIAP), cellular inhibitor of apoptosis (clAP)1 dan 2, survivin, dan
baculoviral Orgyia pseudotsugata-inhibitor of apoptosis (Op-1AP). Inhibitor of AP
menghambat apoptosis melalui interaksi dengan domain baculoviral IAP repeat
(BIR) dan motif aminoterminal recognition pada caspase, sehingga secara efektif

mengeblok pengaktifan caspase dan mencegah rangkaian proteolitik yang
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bermuara pada kematian sel. Domain BIR3 pada XIAP dapat berinteraksi secara
spesifik dengan caspase-9, sedangkan domain BIR2 pada XIAP berinteraksi
dengan caspase-3 dan -7. Faktor mitokondrial dan serine protease Omi atau high
temperature requirement (Htr) A2 juga berinteraksi dengan domain BIR2 dan
BIR3 dari XIAP untuk memfasilitasi aktivasi caspase (van Loo et al., 2002).

Kelompok kedua faktor pro-apoptotik adalah apoptotic inducing factor
(AIF) dan endonuclease G (EndoG) yang dilepaskan dari mitokondria selama
MOMP. AIF adalah oksidoreduktase mitokondrial yang ber-translokasi ke nukleus
dan menyebabkan fragmentasi DNA dan kondensasi kromatin nukleus (Joza et
al., 2001). Endonuclease G adalah DNA-encoded nuclease nukleus yang
dilepaskan dari ruang mitokondral dalam setelah MOMP. Setelah dilepaskan,
EndoG berpindah ke nukleus dan bekerja memecah DNA (Li et al., 2001).

Jaras perforin granzyme adalah subtype apoptosis ketiga, dengan limfosit
T sitotoksik (CTLs) sebagai penginduksinya. Setelah pengenalan sel target, CTL
menyekresi granula ke celah antar sel, atau dikenal juga sebagai sinaps
imunologis. Granula sekretorik berisi- molekul perforin yaitu suatu glikoprotein
pembentuk pori yang dapat terikat pada fosfolipid membran sel target, serta
granzyme B yaitu serine protease yang memecah protein pada residu aspartate,
mengaktifkan pro-caspase 10, dan memecah faktor pro-apoptotik seperti ICAD

(Rousalova dan Krepela, 2010).
2.5.2 Apoptosis jalur ekstrinsik

Apoptosis jalur ekstrinsik merupakan suatu mekanisme penghantaran
sinyal ekstraseluler melalui death receptor, untuk mengaktivasi mekanisme
apoptosis intraseluler. Death receptor yang telah dikenali karakteristiknya dengan
baik antara lain TNF-a/TNFR1, fatty acid synthase (Fas) ligand / Fas receptor (juga

disebut CD95 atau Apol), Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 - tumor necrosis factor-related
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apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAIL 1) dan Apo2L/DR5 (TRAIL R2)
(Elmore, 2007). Ikatan ligand dengan reseptor menyebabkan perekrutan protein
adapter sitoplasmik, misalnya Fas-associated death domain (FADD), tumor
necrosis factor receptor type 1-associated death domain (TRADD) dan receptor
interacting protein (RIP). Kemudian protein adaptor berikatan dengan domain N-
terminal caspase inisiator, procaspase -8 atau — 10 melalui dimerisasi death
effector domain (DED). Komplek yang terbentuk dikenal sebagai death-inducing
signaling complex (DISC), menghasilkan pemecahan autokatalitik dan aktivasi
caspase inisiator yang dapat secara langsung membelah dan mengaktifkan
caspase-3 (Koff et al., 2015).

Alternatif lain pada jenis sel yang hanya memproduksi sejumlah kecil
caspase-8, sinyal apoptotik diperkuat melalui pemecahan BH3 interacting-domain
death agonist (BID), anggota keluarga Bcl-2, pada fragmen proapoptotik truncated
BID (tBID). Pecahan tBID ber-translokasi ke mitokondria dan menghasilkan
agregasi Bcl-2-associated X protein (Bax) dan Bcl-2 homologous antagonist/killer
(BAK), yang memicu pelepasan sitokrom C yang selanjutnya mestimulasi
apoptosom dan berturut-turut mengaktivasi caspase-9 dan caspase-3 (Ashkenazi

dan Dixit, 1998).

2.5.3 Apoptosis jalur independen caspase

Pada sel, berbagai ligand dapat menginduksi perubahan potensial
membran mitokondria, yang dapat menyebabkan kerusakan mitokondria dan
meningkatkan produksi ROS. ROS menjadi faktor utama yang dapat memicu
apoptosis yang independen terhadap caspase. Faktor lainnya adalah granzyme A,
AIF, protein virus, obat-obatan, permeabilisasi membran lisosom, dan faktor

supresor p53 (Hongmei, 2012).
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Granzyme A memicu apoptosis dengan cara merusak transport elektron
dan potensial membran mitokondria (Zhu et al., 2006; Martinvalet et al., 2008).
Superoksida yang terbentuk akibat kerusakan mitokondria mendorong komplek
respon stress oksidatif yang berhubungan dengan ER (komplek SET) untuk
berpindah ke nukleus (Martinvalet et al., 2005). Komplek SET merupakan
sekelompok protein yang bekerja untuk perbaikan DNA. Granzyme A yang juga
berpindah ke nukleus memecah SET, yang mengandung tiga nuklease (basic
excision repair (BER) endonuclease Apel, endonuclease non-metastatic protein-
23 homolog-1 (NM23-H1), dan 3'repair exonuclease 1 (Trex1)), protein modifikator
SET dan phosphoprotein 32 (pp32), dan protein pengikat DNA yang mengenali
DNA yang menyimpang, high mobility group box 2 (HMGB2) (Lieberman, 2010).
Pemecahan SET menyebabkan NM23-H1 memotong DNA, diikuti oleh Trexl
memecah DNA lebih lanjut, sehingga sel target sulit untuk memperbaiki kerusakan
tersebut (Chowdury et al., 2004). Pada saat yang sama, granzyme A memecah
dan menon-aktifkan HMGB2 dan Apel pada komplek SET (Fan et al., 2003). Hal
ini akan mengganggu BER sehingga menurunkan oksidasi faktor transkripsi,
seperti FOS, JUN dan NF-kB dalam keterlibatannya pada respon perbaikan awal
(Lieberman, 2010). Selain itu, granzyme A juga mampu memecah histon
penghubung H1 dan menghilangkan ekor histon inti, sehingga DNA lebih mudah
diakses oleh berbagai nuklease (Zhang et al., 2001), serta merusak membran
nukleus melalui pembelahan lamin (Zhang et al, 2001b).

Radical oxygen species (ROS) memfasilitasi aktivasi poly (ADP-ribose)
polymerase-1(PARP-1) dan aktivasi PARP-1 diperlukan dalam pelepasan AlF dari
mitokondria. Radical oxygen species tidak hanya terlibat dalam kematian sel yang
independen caspase, tetapi juga yang tergantung caspase, sehingga

kemungkinan ROS menjembatani kedua mekanisme ini (Hongmei, 2012).
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2.5.4 Resistensi terhadap apoptosis pada kanker payudara

Apoptosis diregulasi secara ketat pada sel eukaryotik, karena apoptosis
yang tidak terkendali akan membahayakan keberlangsungan sel. Tetapi, sel
kanker mampu mengembangkan mekanisme untuk menghindari apoptosis melalui
manipulasi molekul anti-apoptotik atau menon-aktifkan komponen kematian sel
pro-apoptotik (Zornig et al., 2001).

Apoptosis terdeteksi pada berbagai kanker payudara primer dan
metastatik, tetapi beberapa penelitian menunjukkan sel kanker payudara resisten
terhadap apoptosis yang dimediasi oleh death receptor, misalnya induksi oleh
ligand Fas-L dan TRAIL walaupun sel kanker payudara mengekspresikan reseptor
FAS dan TRAIL (Singh et al., 2003). Hal ini diduga karena penurunan sensitivitas
reseptor terhadap ligand, sehingga peningkatan regulasi terhadap ligand dan
reseptor apoptotik eksternal tidak menurunkan resistensi apoptotik kanker
payudara. Selain itu, peningkatan regulasi Fas-L pada sel kanker payudara
mungkin memicu pertumbuhan tumor, melalui hambatan infiltrasi sel imun pada
tumor dan/atau memfasilitasi destruksi jaringan sekitar tumor untuk meningkatkan
invasi sel tumor (Bebenek et al., 2013).

Jaras apoptosis yang melibatkan mitokondria diregulasi oleh protein
keluarga BCL-2, yaitu pro-apoptotik BAX, BAK, BAD, BH3 interacting-domain
death agonist (BID), dan BCL-X short (BCL-Xs), serta anti-apoptotik BCL-2, BCL-
X large (BCL-XL) BCL-w, dan myeloid chronic leukemia — 1 (MCL-1) (Deveraux et
al., 2001). Peningkatan regulasi BCL-2 menjadi faktor penting dalam
tumorigenesis dan resistensi terhadap apoptosis pada beberapa jenis tumor.
Ekspresi BCL-2 berhubungan dengan keberadaan reseptor estrogen dan
progesteron pada sel kanker payudara. Namun, walaupun fungsi BCL-2 adalah

sebagai protein antiapoptotik, ekspresinya berhubungan erat dengan prognosis
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yang baik pada pasien kanker. Dan sebaliknya, tingginya jumlah sel apoptotik
pada jaringan kanker payudara berhubungan dengan prognosis buruk, termasuk
ukuran tumor yang lebih besar, tipe tumor lebih agresif, tingkat proliferasi tinggi,
dan metastasis ke limfonodi (Villar et al., 2001). Hal ini diduga karena BCL-2 bukan
inhibitor utama apoptosis yang berkontribusi terhadap resistensi apotosis. Anggota
keluarga BCL-2 lainnya, BAX, yang pro-apoptotik, diekspresikan dalam kadar
rendah pada sebagian besar jaringan kanker payudara. Bahkan pada sepertiga
jaringan kanker payudara, tidak mengekspresikan BAX. Penurunan ekspresi ini
berhubungan dengan respon yang buruk terhadap terapi, progresi tumor lebih
cepat, dan prognosis buruk (Redondo et al., 2003).

Aktivasi caspase melalui cascade reaksi proteolitik merupakan langkah
kunci pada respon apoptotik. Penelitian terhadap kadar pro-apoptotik dan caspase
pada jaringan kanker payudara menunjukkan peningkatan pada sebagian besar
jaringan kanker payudara. Misalnya ekspresi caspase-3 sangat meningkat
regulasinya pada 58% DCIS dan 90% kanker payudara invasif, sedangkan pada
sel duktal normal tidak ditemukan. Peningkatan ekspresi caspase -3, -6, dan -8
berhubungan dengan peningkatan apoptosis dan lesi DCIS grade tinggi (Jager dan
Zwacka, 2010). Ekspresi caspase-3 berkorelasi positif dengan protein XIAP dan
survivin, yang mungkin menunjukkan feedback negatif pada sel kanker payudara
(Parton et al., 2002; Yang et al., 2003). Pada perbandingan 18 sel kultur kanker
payudara, ekspresi berbagai jenis caspase bervariasi pada sel kultur yang
berbeda. Misalnya defisiensi caspase-3 pada MCF-7, sedangkan MDA-MB-231
mengekspresikan caspase -2, -3, -4, -6, -7, -9, dan -10 dengan defisiensi pada
caspase -10, dengan pembanding sel kultur epitel kelenjar mammaria normal,
MCF10a (Yang et al., 2007). Deteksi caspase-3 dan -6 aktif pada kanker payudara
mengindikasikan efektor di hulu jaras persinyalan apoptosis tetap fungsional, dan

jaras apoptosis teraktifkan pada jaringan kanker payudara. Resistensi terhadap
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apoptosis, lebih mungkin disebabkan oleh peningkatan ekspresi IAF yang mampu

mengeblok aktivitas caspase (Yang, 2007).
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Gambar 2.10 Jaras persinyalan apoptosis.

Keterangan : Jaras persinyalan apoptosis dapat diaktivasi secara intrinsik
atau ekstrinsik. Ikatan death receptor dengan ligand-nya menginduksi
aktivasi caspase-8 yang secara proteolitik mengaktifkan caspase -3, -6,
dan -7. Beberapa stimulus apoptosis menmicu jalur apoptosis intrinsik,
dengan pelepasan sitokrom ¢ oleh mitokondria. Di sitoplasma, sitokrom c
memfasilitas pembentukan komplek APAF-1 dan caspase-9 yang disebut
apoptosome, sehingga caspae-9 teraktivasi. Caspase -9 teraktivasi
kemudian memecah dan mengaktifkan caspase-3, -6, dan -7 yang
merupakan caspase efektor/eksekutor dan menginduksi apoptosis. Pada
sel kanker payudara, sinyal apoptosis hulu telah teraktivasi, misalnya
berupa peningkatan ekspresi FAS-L dan adanya caspase aktif. Tetapi,
peningkatan XIAP dan survivin menghambat aktivitas caspase dan
karenanya mengeblok sinyal apoptotik. Sel kanker payudara juga
menurunkan regulasi XAF1, protein yang bekerja menetralkan XIAP,
sehingga menghambat caspase lebih jauh. Selain itu, BCL-2 dan BCL-XL
dalam kadar tinggi dan hilangnya ekspresi BAX pada sel kanker
menghambat apoptosis yang dimediasi mitokondria. Jaras survival
phosphoinisitide-3-kinase (PI3K)/AKT juga meningkat regulasinya pada
sel kanker payudara, sehingga menurunkan sensitivitas terhadap
apoptosis melalui fosforilasi dan inhibisi proapoptotik Bad dan caspase -9,
dan meningkatkan kadar protein 1AP.

(Sumber: Yang, 2006)
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2.5.5 Peran FAK dan Racl dalam apoptosis sel kanker payudara

Frisch et al. pada tahun 1996 mendemonstrasikan bahwa ekspresi FAK
aktif mampu mensupresi anoikis pada Madin Darbin canine kidney (MDCK) dan
membuat sel epitel keratinosit HaCat immortal (Elmore, 2007b). FAK dihubungkan
dengan apoptosis sel kanker, yang dibuktikan dengan hilangnya adhesi dan
peningkatan apoptosis sel kanker saat dilakukan inhibisi FAK dengan anti-sense
oligonukleotida atau dengan FAK dominan negatif. Inhibisi FAK tidak hanya
menyebabkan apoptosis pada kanker payudara yang melekat pada MES, tetapi
juga yang tidak melekat, yang diduga mekanismenya melibatkan jaras apoptosis
death receptor dan caspase-8 (Xu et al., 2000).

Penurunan regulasi FAK oleh siRNA-FAK menurunkan viabilitas MCF-7
dan menghambat pertumbuhan tumor (Golubovskaya et al., 2009). Ikatan antara
FAK dengan death domain kinase receptor interacting protein (RIP), menyebabkan
FAK mampu menghambat fungsi apoptotik RIP (Kurenova et al., 2004). Selain itu,
FAK mampu berinteraksi dengan p53 dan menghambat aktivitasnya
(Golubovskaya et al., 2005). Domain N-terminus FERM FAK dapat mengalami
pemutusan (cleavage) dan ditransfer ke nukleus (Beviglia et al., 2003; Lietha et
al., 2007). Bukti lain menunjukkan bahwa FAK berpindah ke nukleus secara utuh.
Kemampuan ini difasilitasi oleh adanya nuclear export signals (NES) pada domain
kinase FAK, nuclear localization signhals (NLS) pada lobus F2 domain FERM, dan
SUMOylasi (modifikasi dengan penambahan small ubiquitin-like modifier (SUMO))
domain FERM yang memfasilitasi perpindahan bolak-balik FAK dari FA ke nukleus
(Zhou et al., 2019). FAK nukleus meregulasi survival sel kanker melalui ikatan
langsung dengan Mdm-2, yang memicu ubiqutinisasi dan degradasi p53 (Lim et
al., 2008). Fungsi anti-apoptotik FAK juga diduga melalui aktivasi jaras PI3K/Akt
dan menstimulasi fungsi NF-kappa B dan IAP (Sonoda et al., 2000; Kong et al.,

2015). Mekanisme lain adalah hubungan persinyalan FAK terhadap autofagi, yang
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menyebabkan terpisahnya Src aktif dari focal adhesion pada sel kanker squamous
(Sandilands et al., 2012).

Pada TNBC, penyebab terjadinya kemoresisten adalah autofagi dan
senesens sel. Senesens adalah kondisi sel yang kehilangan kemampuan
proliferatifnya, tetapi memelihara viabilitas seluler dan aktivitas metabolismenya.
Sel ini mampu menyekresi senescence associated secretory phenotype (SASP)
yang merangsang progresi tumor dengan menstimulasi pertumbuhan dan
transformasi sel di sekitarnya (O’Reilly et al., 2015). Aktivasi FAK melalui
autofosforilasi pada Tyr 397 dan fosforilasi oleh Src pada Tyr577 meningkat pada
sel kanker senesens, yang menunjukkan bahwa aktivasi FAK berperan dalam
mekanisme sel kanker menghindari apoptosis melalui senesens (Ryu et al., 2006).

Berbeda dengan FAK, penelitian tentang hubungan Rac-1 dengan
apoptosis pada kanker belum banyak. Ekspresi Racl menghambat apoptosis
pada sel fibroblas yang diinduksi cisplatin (Jeong et al., 2002), sel limfoma (Zhang
et al., 2004), dan sel karsinoma hepatoseluler (Zhang et al., 2015). Mekanisme
hambatan apoptosis oleh Racl diduga melalui kemampuannya mengaktivasi
fosforilasi Bad, keluarga pro-apoptotik Bcl-2, dan Rac-1 dapat menjadi partner
pengikat Bcl-2 dan menstabilkan aktivitas antiapoptosisnya, yang pembuktiannya
masih terbatas pada sel limfoma. Fosforilasi Bad menyebabkan Bad tidak dapat
membentuk heterodimer dengan antiapoptotik Bcl-XL dan Bcl-2, sehingga
keduanya dapat bekerja menghambat apoptosis (Zhang et al., 2004; Velaithan et
al., 2011). Pada sel kultur kanker payudara (MDA MB-231, MCF-7, dan TDA47)
supresi aktivtas Racl mampu menginduksi apoptosis dan arrest pada G1, melalui
penurunan regualasi cyclin D1, survivin, dan X-linked inhibitor (Yoshida et al.,

2010).
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2.6 Flavonoid dan Afzelin
2.6.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan metabolit sekunder pada tanaman dengan struktur
polifenol. Flavonoid disintesis melalui jalur polipraponoid dan komponen awalnya
adalah fenilalanin. Semua flavonoid memiliki struktur rangka yang sama, yaitu C6
- C3 - C6, yang terdiri dari dua cincin aromatik C6 (A dan B) dan satu cincin

heterosiklik (C) yang mengandung satu atom oksigen (gambar 2.11).
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Gambar 2.11  Struktur Flavonoid

Flavonoid diklasifikasikan menjadi enam subgrup yaitu flavon (luteolin,
apigenin, tangeritin); flavonol (quercetin, kaempferol, myricetin, isorhamnetin,
pachypodol); flavanon (hesteritin, naringenin, eriodictyol); flavan-3ol (catechin,
epicatechin); isoflavon (genistein, daidzein, glycitein); dan anthocyanidin (cyanidin,
delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin, petunidin) (gambar 2.12). Grup
flavonoid lainnya adalah aurone, xanthone, dan tannin terkondensasi
(Ghamsezadeh dan Ghamsezadeh, 2011). Pada semua sub kelas, cincin B dan C
terhubungan pada C2, kecuali isoflavone yang terhubung pada C3. Flavon,
flavonol, dan isoflavon mempunyai ikatan ganda antara C2 dan C3, sedangkan
flavanon, flavanonol, dan flavanol mengandung rantai tiga karbon tersaturasi. Sub
kelas ini berbeda dalam hal adanya atom karbon karbonilik pada C4 (flavon,
flavanon, flavanonol, dan isoflavon) dan grup hidroksil pada C3 (flavanol,
flavanonol, dan flavanol) (Nichenametla et al., 2006). Anthocyanin merupakan

glikosida, yang bentuk aglikon-nya terkonjugasi dengan glukosa, galaktosa,
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rhamnosa, xylose, atau arabinose melalui grup hidroksi C3. Bentuk deglikosilasi
atau aglikon dari anthocyanin disebut sebagai anthocyanidin yang merupakan
derivate garam dari kation 2-phenylchromenylium atau disebut juga kation
flavilium. Flavonoid dapat mengalami berbagai modifikasi, misalnya o-glikosilasi,
C-glikosilasi, O-asilasi, kondensasi cincin, dan polimerisasi, yang menghasilkan

struktur yang sangat beragam dan sangat komplek (Wang dan Stone, 2008).
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Gambar 2.12  Struktur beberapa jenis flavonoid

Di alam, flavonoid terdapat di semua bagian tanaman, dengan struktur yang
bervariasi sesuai dengan struktur cincin C, substitusi aglikon oleh grup OH dan O-
Me, dan pola glikosidasi dan asilasi. Selain peran hiologisnya pada tanaman dan
interaksi tanaman dengan serangga, flavonoid juga dieksplorasi efeknya terhadap
kesehatan. Flavonoid, terutama jenis flavanol, flavonol, dan anthocyanin, terdapat
dalam jumlah banyak dalam diet manusia, dan diduga kuat berhubungan dengan
prevensi kanker, penyakit kardiovaskular, dan neurodegeneratif. Mekanisme
apapun yang mendasari kemampuan tersebut, selalu berhubungan dengan
setidaknya dua properti dasar flavonoid yaitu kemampuan reduksi melalui donasi
elektron atau atom H, dan kemampuan untuk berinteraksi dengan protein (Dangles

dan Dufour, 2006).
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2.6.2 Potensi flavonoid

Flavonoid ditemukan di semua jenis tanaman, beberapa jenis hewan, dan
sebagian kecil jamur, sehingga flavonoid terlibat dalam berbagai jenis interaksi
biologis. Produksi flavonoid pada tanaman mungkin dipengaruhi oleh cahaya, air,
suhu, mineral, gula, kerusakan mekanik, patogen, regulator pertumbuhan
tanaman, dan faktor lainnya. Flavonoid mungkin berperan sebagai antiokidan,
inhibitor enzim, pigmen untuk absorbsi cahaya, dan daya tarik visual untuk
polinasi, pelindung cahaya, promotor hambatan pertumbuhan tanaman, regulator
pertumbuhan tanaman, sinyal kimiawi pembentukan akar, dan fitoaleksin (Nigg
dan Seigler, 2013).

Awalnya, aktivitas biologis polifenol baik pada tanaman ataupun manusia
dianggap berasal dari kemampuan antioksidan-nya dan/atau kecenderungannya
untuk membentuk komplek dengan protein secara non spesifik. Tetapi kemudian
banyak bukti yang mendukung bahwa mekanisme polifenol, termasuk flavonoid,
dalam proteksi terhadap terjadinya penyakit kardiovaskular, neurodegenerasi,
kanker, dan diabetes adalah melalui kemampuannya langsung berikatan dengan
protein atau peptida target. Mekanisme aksinya termasuk penghambatan enzim
kunci, modulasi reseptor sel atau faktor transkripsi, gangguan agregasi protein
(atau peptida), yang dapat meregulasi fungsi sel terkait, misalnya proliferasi,
inflamasi, apoptosis, angiogenesis, metastasis, dan respon imun. Enzim yang
paling banyak diteliti dalam hubungannya dengan terapi adalah enzim inflamasi
seperti COX, LOX, CYP, xanthin oxidase, NADH oxidase, thioreduxin reductase,
adenosine deaminase, matrix metalloproteinase, telomerase, DNA polymerase,
topoisomerase, methyl transferase, ATPase/ATP synthase, ornithine

decarboxylase dan urokinase (Dangles dan Dufour, 2006).
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2.6.3 Structure activity relationship (SAR) flavonoid sebagai anti kanker

Flavonoid telah banyak dibuktikan sebagai agen anti kanker, yang terlibat
dalam berbagai jaras yang berhubungan dengan karsinogenesis dan terapi
kanker. Flavonoid dapat bekerja sebagai antimutagenik, antiangiogenik dan anti-
invasif, serta menghambat proliferasi dan perkembangan tumor. Walaupun
properti antikarsinogenik flavonoid telah banyak dipelajari tetapi informasi
mengenai structure-activity relationship (SAR) belum banyak diketahui (Sak,
2014).

Potensi flavonoid yang paling banyak dieksplorasi adalah sebagai
antioksidan. Pada kanker, kemampuan flavonoid ini dihubungkan dengan preventif
terjadinya mutasi gen yang berhubungan dengan radikal bebas (Pourahmad et al.,
2016). Mekanisme utama aktivitas flavonoid sebagai antioksidan tergantung pada
dua faktor yaitu transfer elektron-proton dan stabilisasi radikal bebas yang
terbentuk. Kemampuan aktivitas antioksidan ini ditentukan oleh posisi dan jumlah
hidroksil fenol yang terikat pada rangka karbon, properti fisika-kimia dari gugus
tambahan lain, dan kemungkinan terbentuknya ikatan hidrogen intramolekul
(Scotti et al., 2009).

Pada tahun 2001, Pannala et al. menggunakan data farmakokinetik untuk
mengevaluasi kapasitas antioksidan derivat flavon dan flavonol. Menurut
penelitiannya, kedua subgroup flavonoid tersebut memiliki beberapa determinan
struktur yang meningkatkan aktivitas antioksidan, yaitu :

1) Posisi grup hidroksil pada cincin B berperan penting pada aktivitas
antioksidan dan tidak dapat digantikan. Dalam hal posisinya, posisi para-
lebih baik, sedangkan posisi ortho- dan meta- menunjukkan sedikit atau
tidak ada aktivitas;

2) Keberadaan grup hidroksil kedua pada cincin B;
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3) Keberadaan dua ortho-dihidroksi pada cincin B, dan ikatan ganda C2-C3
terkonjugasi pada gugus karbonil (C4) pada cincin C (sebagaimana terlihat
pada flavon);

4) Tambahan satu grup hidroksil pada C3 di cincin C;

5) Adanya satu grup hidroksi pada C3 pada flavonoid yang memiliki hidroksilin
pada C3, karena konjugasi yang intens (resonansi) (Scotti et al., 2012)
Flavonoid mampu menghambat proliferasi sel tumor, misalnya melanoma

B16F10 dan SKOMEL (Benavente-Garcia et al., 2008; Martinez et al., 2003),
kanker payudara, leukemia, tulang, colon, hepar, paru, oral, esophagus, gaster,
pankreas, ovarium, uterus, dan prostat (Sak, 2014). Penentuan SAR yang didapat
dari perbandingan flavonoid dalam spektrum luas menunjukkan dua gugus —OH
yang berdekatan pada 3’ dan 4’ cincin B, dan ikatan ganda C2-C3, berperan
penting dalam aktivitas antiproliferasi (Sanchez et al., 2001). Adanya OH ketiga
pada cincin B di dekat grup katekol juga meningkatkan efek antiproliferasi,
sebagaimana ditunjukkan oleh perbandingan myricetin dan quercetin (Benavente-
Garcia et al., 2008). Karakteristik yang sama juga dibutuhkan dalam kemampuan
flavanon dan flavon dalam menginhibisi breast cancer resistance protein (BCRP),
suatu transporter membran efluks yang termasuk ABC transporter superfamily —
ABCGZ2, yang berhubungan dengan multidrug resisten pada kanker [Gandhi et al.,
2009]

Flavonoid juga dapat berperan sebagai antikanker melalui hambatan
angiogenesis. Inhibisi aktivitas VEGF dapat diinduksi oleh flavanon, flavon, atau
flavanolol, dengan flavanon memiliki efektivitas paling tinggi (Albini et al., 2005).
Peningkatan jumlah gugus OH pada cincin B memperkuat kemampuan inhibisi
VEGF. Selain itu, flavonoid terglikosilasi lebih efektif dibanding non-glikosilasi

(Benavente-Garcia et al., 2008).
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Dalam inhibisi transkripsi MMP-9 pada sel kultur MDA-MB 231, adanya
gugus OH pada 3’ dan 4’ cincin B juga meningkatkan aktivitas flavonol, yang
ditunjukkan pada perbandingan antara galangin dengan gquercetin. Sedangkan
pada flavon, penambahan gugus metil pada 3’ cincin B menyebabkan peningkatan
hambatan ekspresi MMP-9 hingga dua kali lipat, sebagaimana perbandingan

apigenin dengan chrysoeriol (Amrutha et al., 2014).

2.6.4 Metabolisme dan bioavailabilitas flavonoid

Penelitian biokimiawi terhadap flavonoid terutama ditujukan terhadap
kemungkinannya dalam menghambat penyakit degeneratif atau potensi sebagai
obat. Dalam hal potensi sebagai obat, penelitian hubungan struktur dengan
aktivitas mengeksplorasi tidak hanya flavonoid natural tetapi juga analog sintetik.
Kemampuan prevensi dan terapi lebih banyak mengeksplorasi flavonoid sebagai
diet sehingga model biologis dipengaruhi oleh bioavailabilitasnya, termasuk
absorbsi di intestinum dan metabolisme berupa katabolisme mikrobial serta
konjugasi di hepar dan enterosit (Scalbert dan Williamson, 2000). Flavonoid
terutama dalam bentuk terkonjugasi dapat terakumulasi di dekat protein target
dalam konsentrasi yang cukup tinggi untuk dapat menghasilkan interaksi. Efek
seluler flavonoid diyakini tidak hanya dihasilkan oleh kemampuan menangkap
radikal bebas atau metal chelating, tetapi juga berhubungan dengan kemampuan
interaksi flavonoid dengan target biologis spesifik, terutama protein (Dangles dan
Dufour, 2006).

Sebagian besar flavonoid memasuki gastrointestinal dalam bentuk ester,
glikosida, atau polimer, dan tidak mudah diabsorbsi. Peningkatan bioavailabilitas
dihasilkan melalui pemecahan konjugat ini menjadi bentuk aglikon, yang lebih
mudah berdifusi melalui membran sel (Murota et al., 2000; Viskupicova et al.,

2008). Pemecahan ini dapat terjadi pada lingkungan asam di gaster atau oleh
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mikroflora di intestinum (Li et al., 2000). Setelah diabsorbsi oleh enterosit,
flavonoid mengalami biotrasformasi melalui pembentukan produk konjugat,
terutama glukoronida selain derivat sulfat dan metilasi, yang terjadi di intestinum
dan lalu di hepar. Bentuk konjugat tersebut disekresi ke sistem bilier (Lambert et
al., 2007; Singh et al., 2008).

Bersama dengan biotransformasi metabolik dan degradasi oleh mikroflora
intestinum dan jalur intestinum-hepar, bioavailabilitas dan akumulasi flavonoid di
sel dan jaringan sangat bergantung pada multidrug-resistance-associated proteins
(MRP-1 dan MRP-2), misalnya ATP-dependent efflux transporter. Jalur metabolik
ini juga dinamakan metabolisme fase Ill. MRP-2 yang berlokasi pada membran
apical sel usus halus, mengekspor flavonol yang sudah di intraseluler ke lumen
intestinum, sedangkan MRP-1 yang berlokasi di enterosit sisi - vaskular
mentransport flavonoid dari dalam sel menuju ke darah (Singh et al., 2008). Karena
itu, kemungkinan besar masuknya flavonoid dari lumen intestinum ke darah dan
berbagai organ tergantung pada distribusi MRP-1 dan MRP-2 di jaringan, serta
afinitas substratnya.

Idealnya, senyawa yang mudah diabsorbsi pada pemberian per oral adalah
yang memiliki berat molekul kurang dari 550, mempunyai sifat lipofilik dan hidrofilik
sesuai, tidak bermuatan atau bermuatan parsial pada pH 7,4, dan memiliki jumlah
tertentu ikatan yang dapat berotasi dan ikatan hidrogen donor atau resipien.
Sebenarnya sulit untuk menentukan hubungan antara kelarutan air dengan
absorpsi karena proses absorbsi sangat komplek. Walaupun sebagian besar
penelitian in vivo dan in vitro dilakukan pada medium aqueous, tidak ada bukti
yang menunjukkan bahwa pendekatan umum dengan menambahkan fase organik
5% pada kultur in vitro menyebabkan bias hasil hingga tidak dapat direplikasi in
vivo, karena kebanyakan pelarut organik yang digunakan tidak diperbolehkan

untuk diberikan kepada manusia. Misalnya, pemberian DMSO 1% pada penelitian
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in vitro pada medium kultur. Umumnya kontrol standar pada penelitian in vitro
adalah media dengan DMSO 1%, walaupun tidak ada bukti yang menunjukkan

bahwa DMSO tidak meningkatkan uptake senyawa oleh sel (Gao dan HU, 2010).

2.6.5 Afzelin

Afzelin merupakan salah satu jenis flavonol glikosida. Berbeda dengan
bentuk aglikon-nya yaitu kaempferol, afzelin mempunyai gugus O-rhamnosida
pada posisi C3 sehingga disebut juga sebagai kaempferol 3-O-rhamnosida
(gambar 2.13). Di dalam tanaman, flavonoid berada dalam bentuk glikosida,
terutama flavon O/C-glikosida atau flavonol O-glikosida, dan bekerja tetap dalam
bentuk glikosida (Xiao et al., 2014). Adanya tambahan gugus glikosida memberi
flavonoid karakteristik farmakokinetik yang berbeda, yaitu absorpsi yang lebih
cepat, konsentrasi plasma lebih tinggi, dan bertahan lebih lama di sirkulasi. Dalam
aplikasi flavonoid sebagai terapi pada manusia, penelitian flavonoid lebih banyak
pada bentuk aglikonnya karena mode pemberian terutama melalui oral yang
melibatkan perubahan flavonoid glikosida menjadi bentuk aglikon oleh enzim

permukaan enterosit atau flora normal.

2.6.5.1 Struktur dan karakteristik afzelin

Afzelin mempunyai nama lain yaitu kaempferol 3-O-alpha-rhamnoside;
kaempferol 3-O-alpha-L-rhamnopyranoside; atau kaempferol-3-rhamnoside,
dengan rumus kimia C21H20010. Afzelin memiliki berat molekul 432,381 gram/mol,
dengan jumlah ikatan hidrogen donor 6, dan ikatan hidrogen akseptor 10, serta
ikatan yang dapat berotasi 3. Afzelin tidak memiliki muatan elektrik (Pubchem-

compound summary for CID5316673, diakses pada 04 Nopember 2016).
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Gambar 2.13  Struktur Afzelin
Sumber : Pubchem Open Chemistry Database. Compound summary for
CID5316673. National center of biotechnology information-US. Diakses
pada 04 Nopember 2016.

2.6.5.2 Sumber afzelin

Afzelin terdapat pada setidaknya 56 tumbuhan (KNAPSACK, 2016).
Walaupun belum ada pembahasan spesifik membahas tentang afzelin pada
bagian tertentu tumbuhan, afzelin mungkin bisa ditemukan pada semua bagian
tumbuhan terutama yang berperan pada fotosintesis, sebagaimana halnya

flavonoid secara umum (Shashank dan Abhay, 2013).

2.6.5.3 Potensi sebagai obat

Pada kultur sel kanker prostat yang sensitif androgen, Afzelin
meningkatkan apoptosis melalui aktivasi caspase cascade (Halimah et al., 2015).
Kemampuan Afzelin menghambat caspase cascade juga diperlihatkan pada
kanker payudara subtipe reseptor estrogen positif (Diantini et al., 2012). Pada
kedua penelitian tersebut, afzelin sebagai metabolit aktif teridentifikasi melalui
pengekstrakan bertingkat dari daun Schima walichii (pohon puspa) yang
sebelumnya menunjukkan fraksi etil asetat memiliki anti proliferasi yang paling
kuat. Dosis IC50 afzelin dalam penghambatan proliferasi MCF-7 adalah 227 pM
dan pada LNCaP adalah 218 uM (Diantini et al., 2012; Halimah et al., 2015;). Efek

sitotoksik pada sel normal diujikan pada sel hepatosit normal HC-04, yang
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menunjukkan inhibisi proliferasi pada IC50 448 uM (Diantini et al., 2012). Tetapi
pada penelitian Smith et al., (2005), Afzelin tidak mempunyai efek toksik pada sel
payudara normal (MCF-10A). Perbedaan ini mungkin dipengaruhi oleh sensitivitas
yang berbeda pada sel yang berbeda.

Kemampuan penghambatan kanker oleh Afzelin juga ditunjukkan pada
hambatan proliferasi dan siklus sel kanker prostat baik yang sensitif androgen
(LNCaP) ataupun tidak (PC-3) (Zhu et al., 2015). Pada penelitian ini digunakan
Afzelin standar, dan hambatan proliferasi terjadi pada konsentrasi 1 dan 10 pg/ml.
Penghambatan proliferasi diduga karena hambatan beberapa properti yang
berhubungan erat dengan fungsi sitoskeleton aktin, yaitu enzim LIM (Lin-11, Isl-1
and Mec-3) domain kinase 1 (LIMK 1), Rho GTPase myotonic dystrophy kinase-
related Cdc42-binding kinase o (MRCKa), dan Rho-associated coiled-coil
containing protein kinase (ROCK)1 dan ROCK2 (Zhu et al., 2015), sehingga
hambatan siklus sel oleh afzelin secara bersamaan juga menghambat motilitas sel.

Flavonol glikosida yang diisolasi dari Forstenia refracta dan diberi nama
SL0101, identik dengan afzelin. Isolat ini mampu menginhibisi secara spesifik
kinase jenis p90 ribosomal S6 kinase (RSK) (Smith et al., 2005), pada domain N-
terminal-nya. SL0101 mampu menghambat proliferasi sel kanker payudara dan
prostat, dan tidak menunjukkan hambatan pada sel non kanker (Clark et al., 2005;
Smith et al., 2005). Penelitian ini menunjukkan bahwa obat anti kanker dapat

dikembangkan dari flavonol glikosida.

Tabel 2.6 Potensi afzelin sebagai obat
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No. Jenis Kemampuan Indikator Keterangan
1 Anti Menghambat proliferasi Meningkatkan regulasi Halimah et al.,
kanker melalui hambatan caspase caspase-3, -8, dan -9; dan 2014
cascade pathway, pada protein poly (ADP-ribose)
LNCaP sel kanker prostat polymerase
2. Anti Menghambat proliferasi Aktivasi caspase-9, Diantini et al.,
kanker melalui hambatan caspase caspase-3 dan PARP 2012
cascade pathway, pada
MCF7 kanker payudara
3. Anti Menhambat proliferasi dan Hambatan beberapa Zhu et al.,
kanker siklus sel kanker prostat baik  properti yang berhubungan 2015
yang sensitif androgen erat dengan fungsi
(LNCaP) ataupun tidak (PC-  sitoskeleton aktin, yaitu
3) enzim LIM (Lin-11, Isl-1 and
Mec-3) domain kinase 1
(LIMK 1), Rho GTPase
myotonic dystrophy kinase-
related Cdc42-binding kinase
a (MRCKa), dan Rho-
associated coiled-coil
containing protein kinase
(ROCK)1 dan ROCK2
4. Anti Diistilahkan SL1010 yang Melalui hambatan p90 Smith et al.,
kanker diisolasi dari Forstenia ribosomal S6 kinase (RSK), 2005
refracta. Mampu yaitu keluarga protein kinase
menghambat proliferasi serine/threonine, yang
MCF-7, tetapi tidak adalah efektor downstream
mempengaruhi MCF-10A dari mitogen-activated
(sel payudara normal). protein kinase (MAPK).
5. Melano- Meningkatkan kandungan Mekanismenya melalui Jung et al.,
genesis melanin dan aktivitas peningkatan transkripsi MITF 2016
tirosinase (melanogenesis). (microphtalmia-associated
transcription factor),
tyrosinase dan tyrosinase-
related protein (TRP)-1.
Peningkatan MITF melalui
fosforilasi p38 mitogen-
activated protein kinase
(MAPK) yang independen
terhadap cyclic adenosine
monophosphate (CAMP)-
protein kinase A (PKA)
persinyalan.
6. Anti UVB  Mempunyai efek fotoprotektif Menghambat peningkatan Shin et al.,
melalui proteksi DNA, anti peroksidasi lipid dan 2013

oksidan, dan anti inflamasi,
serta aktivitas absorbsi UV.

pembentukan dimer
cyclobutane pyrimidine
akibat sinar UVB,
menghambat sinyal intrinsik
apoptosis, dan menghambat
pelepasan mediator pro
inflamasi seperti IL-6, TNF
alfa, dan prostaglansdin E2,
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dan mempengaruhi jaras
p38.

7 Hepatopr  Afzelin memperbaiki survival ~ Afzelin menghambat Lee at al.,
otektif rate dan menurunkan kerusakan mitokondria, yang 2016
alanine aminotransferase ditandai penurunaan
serum dan sitokin pro pembengkakan mitokondria
inflamasi pada tikus yang dan aktivitas glutamate
dipapar GalN/LPS dehydrogenase mitokondria.
Meningkatkan biogenesis
mitokondria yang ditandai
oleh peningkatan
peroxisome proliferator
activated receptor-y
coactivator 1 a, nuclear
respiratory factor 1, dan
mitochondrial transcription
factor A. menurunkan
mitophagy-related proteins,
Parkin dan PTEN-induced
putative kinase 1.
8 Hepato Menghambat inflamasi akut Menurunkan produksi TNF-a  Xie et al., 2014
protektif pada hepar tikus yang dan nitrite/nitrate pada LPS-
dipapar GalN/LPS stimulated RAW264.7 Utepbergenov
macrophages, menghambat ~ 9an
fosforilasi IkBa dan Derewendra,
p38MAPK, dan DNA binding ~ 2013
activity NF-«kB pada sel Utepbergenov
5 e TR etal., 2012
9. Antiplas Menghambat pertumbuhan Menghambat pertumbuhan. Barliana et al.,
modial Plasmodium falciparum yang 2014
resisten kloroquin
10.  Anti Membunuh Leishmania Penurunan jumlah sel Muzitano et
leishmani makrofag yang terinfeksi al., 2006
a Leishmana, in vitro
11 Anti Mempunyai kemampuan Mempunyai MIC dan MMC Joel et al.,
bakteri inhibisi dan baktersidal, terhadap Staphylococcus 2012
dengan kecenderungan ke aureus, Pseudomonas
arah bakterisida aeruginosa, Salmonella
typhii, Candida albicans.
Gugl_Js rhamnosa Lee et al.,
meningkatkan kemampuan 2014

inhibisi Pseudomonas
aeruginosa

12.  Gastropr

Mempunyai efek

Penurunan area ulkus,

De Barros et

otektif gastroprotektif terhadap aktivitas myeloperoksidase, al., 2016
% ulkus gaster yang diinduksi aktivitas H+, K+- ATPase
- oleh ethanol HCI
o 13.  ACE Mempunyai kemampuan Penurunan aktivitas ACE Hasen et al.,
S inhibitor menghambat ACE in vitro 1996
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14 Anti Mengatasi hiperesponsivitas  Penurunan infiltrasi Zhou dan Nie,

asma respirasi pada BALB/C yang  eosinophil, inflamasi saluran 2015
diinduksi ovalbumin dan napas, hiperesponsivitas
allergen inflasi saluran napas.

Mekanismenya penurunan
sitokin Th2, melalui inhibisi
faktor transkripsi GATA-
binding protein-3 yang
merupakan sitokin produksi
dan diferensiasi Th2.

Pemberian afzelin dapat menghasilkan efek stimulasi dan inhibisi terhadap
protein yang berbeda. Pada penelitian terhadap LIMK, MRCKa, ROCK1 dan
ROCK2, afzelin tidak menurunkan ekspresi protein tersebut, tetapi menghambat
aktivasinya yang ditunjukkan oleh penurunan bentuk terfosforilasinya (Zhu et al.,
2015). Efek yang berbeda terjadi pada caspase, pemberian afzelin menyebabkan
peningkatan ekspresi caspase 3 dan caspase 9, disertai dengan peningkatan
aktivasi PARP sebagai penanda meningkatnya apoptosis (Halimah et al., 2015;
Diantini et al., 2012).

Penelitian ekspresi caspase 3 dan caspase 9 dilakukan pada dua kanker
yang berbeda yaitu sel kultur MCF7 yang merupakan kanker payudara yang
mengekspresikan ER dan PR (Diantini et al., 2012), dan sel kultur LNCaP yang
merupakan kanker prostat yang sensitif androgen (Halimah et al., 2015). Klaim
penelitian pertama bahwa afzelin meningkatkan ekspresi caspase-3 perlu dikaji
ulang, karena faktanya MCF-7 tidak mengekspresikan caspase-3 akibat adanya
delesi 47 base pair dalam exon 3 gen caspase-3 (Janicke et al., 1998). Walaupun
mungkin dapat ditingkatkan ekspresinya tetapi yang dihasilkan adalah caspase 3
mutan dengan berat molekul yang berbeda dengan caspase-3 wild type akibat
adanya delesi. Dalam penelitian ini juga disimpulkan bahwa afzelin dapat
meningkatkan ekspresi caspase 9 dan pecahannya (cleavage). Peningkatan

ekspresi caspase-9 pada MCF-7 menginduksi apoptosis yang independen terhadap
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caspase-3, dan dapat diinduksi oleh stimulus TNF, sitokrom c, Fas, staurosporin,
atau agen modulator estrogen seperti tamoksifen dan mifepristone (Lu et al., 2004).

Pada LNCaP, dosis tinggi afzelin (218 puM) meningkatkan ekspresi
caspase-9 (Halimah et al., 2015), yang mungkin diikuti dengan aktivasi berbagai
protein downstream termasuk salah satunya adalah ROCK-1 (Logue dan Martin,
2008). Pada dosis rendah (1 — 10 uM), afzelin menyebabkan hambatan proliferasi
MCF-7 dan penurunan aktivasi ROCK1l (Zhu et al.,, 2015). Penelitian
Utepbergenov (2012) menunjukkan isoform afzelin, SL0101, mampu menginhibisi
secara spesifik p90 ribosomal S6 kinase (RSK) yang merupakan substrat dari
extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2. Inhibisi RSK pada MCF-7
menghambat ekspresi cyclin D1, yang selanjutnya menahan sel di fase G1.
Stimulasi RSK pada sel hepar menyebabkan hambatan langsung pada caspase
cascade. Selain itu, subtipe RSK2 memediasi peran prometastatik ERK dan RSK1
memediasi p27kipl untuk inhibisi RHOA dan menurunkan adhesi sel melalui
fosforilasi integrin B4, sehingga inhibisi RSK 1 dan 2 kemungkinan menghambat
metastasis (Lara et al., 2013).

Kemampuan afzelin terhadap protein yang bekerja pada regulasi aktin
ditunjukkan pada hambatan LIMK, ROCK 1 dan 2, dan MRCKa. Protein LIMK
sebagai enzim efektor yang diaktifkan oleh ROCK 1 atau MRCKa. MRCK
merupakan efektor dari Cdc42 dan RhoA (Zhu et al., 2015). Ketiganya merupakan

enzim serine threonine kinase seperti halnya RSK.

2.7 Penelitian in vitro kanker payudara
Cancer cell line atau sel kultur kanker telah digunakan secara luas dalam
penelitian dan menjadi model yang tepat untuk mempelajari mekanisme biologi

kanker (Louzada et al., 2012). Sel kultur kanker digunakan untuk mendapat

"
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informasi tentang perubahan regulasi genetik, epigenetik dan jaras sinyal.
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pengembangan obat anti kanker (Nakanatsu et al., 2005), dan sebagai alternatif
untuk transplan tumor pada hewan (Shoemaker, 2006). Hasil penelitian pada sel
kultur kanker biasanya sejalan dengan tumor in vivo dan peran pentingnya sebagai
model dalam pengujian obat dan penelitian translasional diakui oleh perusahaan
biomedis dan farmasi (Gazdar et al., 2010).

Sel kultur kanker mempertahankan kesamaan genomik dengan tumor
asalnya, baik dalam hal abnormalitas kromosom, karakterisitik morfologis dan
molekuler, dan secara umum menjaga “hallmark of cancer”, kecuali angiogenesis
karena memerlukan adanya jaringan stroma (Gazdar et al., 2010). Selain itu Finlay
dan Baguley (1984) mendemonstrasikan sel kultur kanker memberi respon yang
sama terhadap obat anti kanker bila dibanding tumor asal.

Model penelitian kanker baik in vitro menggunakan sel kultur atau tumor
primer, atau in vivo pada hewan coba atau manusia, memiliki kelebihan dan
kekurangan masing-masing dan tidak ada satu pun yang secara sempurna
merepresentasikan fenotip dan genotip tumor. Keuntungan penggunaan sel kultur
dalam penelitian adalah mudah ditangani dan dimanipulasi secara genetik dan
epigenetik, sangat homogen, mudah direplikasi (Burdall et al., 2003), pada turunan
awal sangat mirip dengan tumor asal, kompleksitasnya rendah karena tidak ada
lingkungan makro dan mikro (Tomlinson et al., 1998), tersedia banyak variasi sel
kultur walaupun karakterisasi-nya rendah (LaCroix dan Leclerq, 2004), dan
hasilnya mudah diuji reliabilitasnya pada kondisi yang sama (van Staveren et al.,
2009). Kesulitan dalam penggunaan sel kultur terutama disebabkan karena
sebagian besar berasal dari kanker progresif dan metastatik yang genomiknya
tidak stabil, sehingga cenderung mengalami evolusi seiring semakin lamanya
periode kultur, termasuk modifikasi jaras sinyal. Selain itu, sel kultur dapat
mengalami kontaminasi oleh sel kultur lain terutama HelLa atau mikoplasma (van

Staveren, 2009). Sel kultur juga memiliki keterbatasan berupa lingkungan kultur
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sel berbeda dengan tumor asal dan tidak adanya heterogenitas alami pada tumor
(Vargo-Gogola dan Rosen, 2007).

Sel kultur lebih berharga sebagai model in vitro pada penelitian kanker bila
diketahui karakter molekulernya. Pengetahuan ini berguna dalam analisis
peristiwa genetik/epigenetik seperti gen kunci dan perubahan metilasi DNA, dan
dapat memahami perkembangan evolusi tumor saat profiling molekuler dilakukan
pada turunan yang berbeda (Louzada et al., 2012), serta mengetahui pola
molekuler yang berhubungan dengan resistensi dan sensitivitas terhadap obat anti
kanker (Fang et al., 2009). Selain itu, karakter sel kultur yang berhubungan dengan
kemampuan perlekatan pada medium penting untuk diketahui, karena
menunjukkan potensi migrasi dan invasi yang berguna untuk menentukan gen dan
jaras pada metastasis. Karakter amplifikasi DNA juga penting diketahui, karena
overekspresi gen dapat berhubungan dengan proses onkogenik, dan dapat
menjadi target terapl (Kao et al., 2009).

Setidaknya terdapat 27 sel kultur jenis TNBC yang sering dijadikan model
penelitian. Sel kultur TNBC yang paling tua adalah BT20, yang didapat dari efusi
pleura di tahun 1950, dan yang paling banyak dipelajari misalnya MDA-MB231,
didapat pada tahun 1970-an. Beberapa sel kultur yang layak mewakili TNBC dan
sering digunakan adalah HCC38, HCC70, HCC1937, MDA-MB-468, MDA-MB-
231, dan HCC1806 (Volk-Draper et al., 2012).

Sel kanker MDA-MB 231 merupakan model TNBC yang paling sering
digunakan termasuk dalam subtipe basaloid (Neve et al., 2006). Bila dibanding
dengan sel kultur TNBC lainnya, MDA-MB 231 paling banyak dipelajari pola
pertumbuhannya pada lokasi orthotopik in vivo, termasuk penilaian kinetik, beban,
dan distribusi organ pada metastasis spontan (Volk-Draper et al., 2012). Berdasar

pengamatan imunohistokimia, MDA-MB 231 menunjukkan ekspresi ER/PR/HER2
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negatif, ekspresi Ki-67 yang sangat tinggi (100%), dan ekspresi androgen reseptor

(AR) yang cukup tinggi (Subik et al., 2010).

2.8 Pendekatan dalam mendeteksi protein dan fosfo-protein

Sekitar 40% protein pada sel eukariotik merupakan subyek fosforilasi.
Katalis fosforilasi adalah protein kinase yang mentransfer grup fosfat dari ATP ke
residu serine, threonin, atau tirosin pada substrat protein, sehingga secara
langsung mempengaruhi aktivitas dan fungsi target. Modifikasi post-translational
ini mengatur berbagai aktivitas seluler, termasuk siklus, diferensiasi, metabolisme,
dan komunikasi sel. Dalam menilai protein dan fosforilasinya, metode yang dipilih
tergantung pada berbagai faktor, termasuk pertanyaan penelitian dan

ketersediaan alat atau bahan (Sefton et al., 1996).

2.8.1 Western blot

Western blot merupakan metode yang paling sering digunakan untuk
menilai kondisi fosforilasi suatu protein. Setelah pemisahan sampel biologis
dengan sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
dan lalu ditransfer ke membran (biasanya polyvinylidene fluoride (PVDF) atau
nitroselulosa), suatu antibodi yang spesifik untuk protein atau fosfo-protein dapat
digunakan untuk deteksi. Banyak antibodi spesifik fosfo-protein yang cukup sensitif
mendeteksi protein terfosforilasi pada sampel, misalnya 10-30 pg ekstrak seluruh
sel. Karena jumlah penghitungan fosfo-protein dapat berubah saat perlakuan atau
kesalahan loading, biasa digunakan antibodi yang mendeteksi seluruh protein
tanpa memperhatikan kondisi fosforilasinya (cognate protein), untuk penetapan
fraksi fosforilasi relatif terhadap fraksi total sekaligus sebagai kontrol loading

internal.
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2.8.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Metode ELISA telah menjadi pilihan metode yang utama untuk mengukur
fosforilasi protein. ELISA lebih kuantitatif dibanding Western blotting. Format untuk
pengujian berbasis micro-plate ini biasanya memanfaatkan capture antibodi
spesifik untuk protein yang diinginkan, tanpa melihat kondisi fosforilasinya. Protein
target, baik yang dimurnikan atau komponen dalam sampel heterogen yang
kompleks seperti lisat sel, diikat pada plate yang telah dilapisi antibodi. Sebuah
antibodi deteksi khusus untuk protein atau fosfor-protein target kemudian
ditambahkan. Tes ini biasanya dirancang menggunakan deteksi kolorimetri atau
fluorometrik. Intensitas sinyal yang dihasilkan berbanding Ilurus dengan
konsentrasi terfosforilasi protein dalam sampel.

Teknik ELISA spesifik fosfo-protein memberi beberapa keunggulan
dibandingkan immunoblotting tradisional dalam pengukuran fosforilasi protein.
Pertama, hasilnya mudah diukur dengan memanfaatkan standar kalibrasi. Kedua,
spesifisitas tinggi karena penggunaan dua antibodi spesifik untuk protein target
yang digunakan bersama-sama dalam format Sandwich. Ketiga, sensitivitas yang
lebih tinggi karena ELISA memungkinkan untuk volume sampel yang lebih kecil
dan deteksi protein konsentrasi rendah.

2.8.3 Flow Cytometry intrasel dan immunocytochemistry/
immunohistochemistry ( ICC/IHC)

Tehnik tradisional flow cytometry intraseluler dan ICC/HIS merupakan
metode yang kuat untuk medeteksi fosfo-protein (Zell et al., 2001; Willinger et al.,
2005). Flow cytometry menggunakan laser untuk mengeksitasi fluorokrom yang
digunakan dalam deteksi antibodi. Seperangkat filter dan fluorokrom dengan
spektrum yang tdak overlap harus dipilih dengan seksama untuk dapat menilai
berbagai protein dalam sel yang sama (Krutzik et al., 2004). Kelebihan flow

cytometry adalah cepat, kuantitatif, dan dapat mengamati sel tunggal. Protein
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dapat dideteksi dalam tipe sel tertentu pada populasi sel yang heterogen, melalui
marker permukaan sel, tanpa perlu memisahkan sel. Dengan cara ini, populasi sel
yang sedikit dan jarang dapat dianalisis, tanpa khawatir terlewat atau ekspresi
protein berubah saat proses pemilahan.

Metode ICC biasanya merujuk pada deteksi protein menggunakan
mikroskop pada sel kultur, sedangkan IHC adalah deteksi protein pada potongan
jaringan utuh. Seperti flow cytometry, ICC/IHC membolehkan penilaian beberapa
protein dalam sel atau jaringan, dengan memperhatikan agar tidak terjadi overlap
spektra atau warna fluoresen. Berbeda dengan metode lain, ICC/IHC biasanya
ditujukan untuk menetapkan lokalisasi intraseluler protein. Flow cytometry maupun
ICC/IHC memerlukan antibodi dengan spesifisitas tinggi, langkah blocking, kontrol,
dan titrasi antibosi untuk menghindari hasil yang rancu akibat ikatan non-spesifik
(Krutzik et al., 2004). .

Deteksi protein dan fosfo-protein oleh flow cytometry dan ICC memerlukan
protein yang stabil dan dapat diakses antibodi. Biasanya sel distimulasi dan
difiksasi dengan formaldehid atau paraformaldehid untuk menstabilkan protein.
Setelah itu, permeabilitas sel ditingkatkan sehingga antibodi dapat masuk ke
dalam sel. Untuk peningkatan permeabilitas dapat menggunakan deterjen untuk
protein sitoplasmik atau alkohol untuk protein di dalam nukleus (Krutzik et al.,

2004).

2.8.4 Mass Spectrometry

Penilaian menyeluruh fosforilasi protein dalam sampel biologis, seperti lisat
sel, pentung untuk memahami jejaring persinyalan. Analisis fosfo-protein skala
besar dalam campuran protein kompleks melibatkan identifikasi fosfo-protein,
fosfopeptida dan residu terfosforilasi. Mass spectrometry (MS) dirancang untuk

mengerjakan tugas tersebut, Walaupun MS sensitif mendeteksi protein tunggal,
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tetapi kesulitannya adalah sinyal fosfo-protein cenderung lebih lemah karena
bermuatan negatif dan kurang dapat diionisasi oleh elektrospray MS, yang
dijalankan dalam mode posiitif (Mann et al., 2002). Selain itu, observasi sinyal dari
fosfo-protein yang sedikit dengan latar belakang protein non-terfosforilasi yang

sangat banyak, lebih sulit (Steen et al., 2002).
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2.9 Kerangka Teori
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Gambar 2.14 Bagan kerangka teori.
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka konsep

Faktor pertumbuhan, Integrin pada
sitokin, matrik ekstrasel sel MDA-MB-231

_" Aktivasi Racl | Aktivasi Focal adhesion
— I kinase (FAK)

Hambatan
apoptosis sel
Pembentukan MDA-MB-231
protrusi membran '
sel MDA-MB-231
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adhesi fokal sel
MDA-MB-231
v
Migrasi sel Peningkatan viabilitas
MDA-MB-231 sel MDA-MB-231

A 4 A 4

Invasi dan metastasis
sel MDA-MB-231

Gambar 3.1 Bagan kerangka konsep.
Bagan ini menjelaskan bahwa stimulan berupa faktor pertumbuhan, sitokin, dan
karakteristik matrik ekstrasell memicu migrasi dan survival sel MDA-MB-231,
sebagai bagian proses invasi dan metastasis. Penghambatan migrasi sel oleh
afzelin diprediksi melalui penurunan aktivasi FAK dan Racl pada sel MDA-MB-
231, yang akan menghambat migrasi sel dan meningkatkan apoptosis sel MDA-
MB-231. Dalam penelitian ini, variabel bebas adalah afzelin ((C) dan variabel
terikat adalah migrasi sel, apoptosis sel, viabilitas sel, pembentukan focal

adhesion, aktivasi FAK, dan aktivasi Racl (El). Variabel terikat utama adalah
hambatan migrasi dan peningkatan apoptosis sel MDA-MB-231 yang
dikonfirmasi oleh viabiitas sel. Sedangkan aktivasi FAK, aktivasi Racl, dan
pembentukan focal adhesion berperan sebagai variabel intermediate yang
merupakan bagian dari jaras terjadinyai migrasi sel MDA-MB-231.

"
-
7y
-
.

91




"
<<
)
-
.

3.1 Penjelasan kerangka konsep

Migrasi sel TNBC distimulasi oleh faktor pertumbuhan misalnya EGF, IGF,
HGF, dan TGF beta; sitokin misalnya IL-6, IL-11 dan IL-8, TNF alfa, NFkB; hipoksia
dan MES yang lunak. Stimulasi ini mengaktivasi integrin sehingga terjadi
perubahan konformasi yang mempengaruhi afinitas terhadap ligand dan
peningkatan aviditas karena pembentukan Kluster integrin. Integrin teraktivasi
menstimulasi kompleks protein untuk membentuk FA, dengan komponen kuncinya
yaitu FAK. Aktivasi FAK menginduksi serangkaian sinyal transduksi yang
mengaktivasi Rho-GTPase, salah satunya adalah Racl yang berperan dalam
regulasi protrusi membran sel tipe lamellipodia yang berguna untuk pergerakan
maju sel secara mesenkimal. Racl menginduksi pembentukan adhesi yang stabil,
yang mendukung ketegangan sel sehingga kontraktilitas dan tarikan actomyosin
dapat terjadi dan sel dapat berpindah tempat. FAK juga mengontrol turn over FA,
melalui mekanisme defosforilasi yang kemudian diikuti proteolisis komponen
adhesi lainnya.

Peningkatan ekspresi FAK dan Racl tidak hanya berhubungan dengan
kemampuan migrasi sel kanker, tetapi juga dengan penurunan apoptosis pada sel
kanker. Domain FERM FAK dapat berikatan menstimulasi protein anti-apoptotik
dan mengikat protein pro-apoptotik. Ekspresi berlebihan Racl juga menghambat
apoptosis, diduga melalui kemampuannya memicu fosforilasi protein pro-apoptotik
sehingga menghalangi proses apoptosis di mitokondria.

Pemberian afzelin pada sel kultur MDA-MB-231 diprediksi dapat
menghambat migrasi dan meningkatkan apoptosis sel melalui hambatan aktivasi
FAK yang mengakibatkan hambatan perekrutan dan aktivasi Racl. Walaupun
demikian afzelin diduga mempunyai kemampuan menghambat aktivasi Racl
secara langsung. Penghambatan afzelin terhadap kedua protein ini dapat

diperkuat oleh pengamatan di tingkat seluler berupa pembentukan AF terhambat.
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Apabila tahap pembentukan adhesi sel dihambat, maka migrasi sel kultur MDA-
MB-231 akan terhambat. Hambatan migrasi sel yang merupakan properti utama
dalam cascade invasi—-metastasis, akan menyebabkan hambatan pada sebagian
besar tahapan cascade tersebut. Kemampuan afzelin dalam meningkatkan

apoptosis akan memperkuat efek hambatan invasi-metastasis sel MDA-MB-231.

3.2 Hipotesis penelitian
Dalam penelitian ini, konsisten dengan rumusan masalah dan tujuan

penelitian diajukan enam hipotesis kerja minor (homor 1-6) dan dua hipotesis kerja

(H1) mayor (nomor 7-8) dan yaitu

1. Afzelin menurunkan viabilitas sel kanker payudara MDA-MB-231.

2. Afzelin menurunkan migrasi sel kanker payudara MDA-MB-231.

3. Afzelin meningkatkan apoptosis sel kanker payudara MDA-MB-231.

4. Afzelin menurunkan pembentukan focal adhesion pada sel kanker payudara
MDA-MB-231.

5. Afzelin menurunkan aktivasi FAK pada sel kanker payudara MDA-MB-231.

6. Afzelin menurunkan aktivasi Racl pada sel kanker payudara MDA-MB-231.

7. Afzelin menurunkan migrasi sel kanker payudara MDA-MB-231, melalui
penurunan aktivasi FAK dan Racl.

8. Afzelin meningkatkan apoptosis sel kanker payudara MDA-MB-231, melalui

penurunan aktivasi FAK dan Racl.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental, dengan rancangan
penelitian post test only with control group design. Penelitian dilakukan pada
subyek sel kultur MDA-MB-231 sebagai model TNBC. Pada subyek tersebut
diujikan kemampuan afzelin terhadap hambatan migrasi sel dan peningkatan

apoptosis.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Sentral Biomedik dan
Laboratorium Sentral llmu Hayati Universitas Brawijaya. Waktu pelaksanaan
penelitian adalah Oktober 2018 hingga Agustus 2019, mulai dari penelitian

pendahuluan dengan in silico, persiapan alat dan bahan hingga pengambilan data.

4.3 Subyek Penelitian

Penelitian menggunakan subyek sel kanker payudara MDA-MB-231 yang
merupakan jenis sel kultur TNBC yang paling sering digunakan dalam penelitian.
Kelompok perlakuan dibagi dalam 5 kelompok, terdiri dari kelompok kontrol pelarut

dan perlakuan 4 (empat) konsentrasi yaitu 100, 200, 400, dan 800 pg/ml.

4.4  Variabel penelitian
4.4.1 Klasifikasi variabel
a. Variabel bebas : afzelin
b. Variabel terikat : migrasi sel, apoptosis sel, viabilitas sel

c. Variabel intermediate: aktivasi FAK, aktivasi Racl dan focal adhesion.
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4.4.2 Definisi operasional variabel

a. Afzelin adalah metabolit sekunder kaempferol 3-O-alpha-L-
rhamnoside dengan kemurnian kandungan > 98%
(Chemfaces®, diakses pada Oktober 2019).

b. Sel MDA-MB-231 adalah sel kultur TNBC yang berasal dari efusi pleura
wanita kaukasia (51 tahun) pasien M. D. Anderson
Cancer Center (1973). Sel ini memiliki morfologi
adenokarsinoma dengan diferensiasi grade 3 dan
karakteristik molekuler basal tipe B. Secara in vitro,
MDA-MB-231 sangat invasif dan aktivitas dalam
assay kemoinvasi dan kemotaksis dalam ruang
Boyden sangat  tinggi (Chavez, Garimella and
Lipkowitz, 2012).

c. Konsentrasi adalah banyaknya afzelin dalam dimetilsulfoksida

(dosis) (DMSO) yang diberikan pada kultur sel MDA-MB-
231, dengan konsentrasi 100, 200, 400, dan 800
pg/ml.

d. Kontrol negatif adalah kelompok dari kultur MDA-MB-231 yang
hanya diberikan perlakuan pelarut DMSO (sebagai
vehikel dalam penelitian ini) yang digunakan sebagai
pembanding negatif. Pengukuran parameter pada
kelompok kontrol ini ditetapkan sebagai 100% (Zhai

et al., 2015).
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e. Migrasi sel

f.  Apoptosis sel

g. Indeks apoptosis

h. Viabilitas sel

i. Kadar ekspresi

FAK
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adalah kemampuan sel berpindah untuk mengisi
ruang bebas sel, yang dihitung berdasar persentase
area terisi sel dan jumlah sel yang berpindah pada
jam ke-24 dan 48 sejak dilakukan goresan dan diberi
perlakuan.

adalah kematian sel terprogram, yang diukur secara
semikuantitatif ~ berdasar perpindahan lokasi
fosfatidilserin ke bagian luar membran sel yang di-
tag dengan Annexin V/Pl melalui pengukuran flow
cytometry, Hasil yang didapat dalam prosentase.
Pengamatan dilakukan pada jam ke-24 setelah
paparan dengan afzelin atau vehikel.

Persentase sel yang teramati sebagai annexin v
positif dan annexin V/PI positif, yaitu pada kuadran
kanan atas dan bawah pada interpretasi flow
cytometry.

Jumlah sel yang viabel setelah perlakuan afzelin
atau vehikel, yang direfleksikan oleh aktivitas
metabolik sel (enzim NAD(P)H-dependent cellular
oxidoreductase), diukur melalui MTT kolorimetrik.
adalah kuantitas ekspresi FAK pada sel MDA-MB-
231, yang dikumpulkan 24 jam setelah paparan
dengan variasi dosis afzelin atau vehikel, diukur
melalui metode Western Blotting menggunakan

antibodi monoklonal anti FAK.
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j. Kadar FAK adalah kuantitas FAK yang telah teraktivasi melalui
teraktivasi (p-FAK  fosforilasi Tyr397 dalam sel MDA-MB-231 setelah 24
Tyr397) jam paparan dengan variasi dosis afzelin atau

vehikel, diukur melalui metode Western Blotting
menggunakan antibodi poliklonal anti phospho-FAK.

k. Aktivasi Racl adalah kuantitas Racl yang mengikat GTP, yang
dikumpulkan 24 jam setelah paparan dengan variasi
dosis afzelin dan vehikel, diukur melalui metode G-
LISA berbasis kolorimetrik menggunakan antibodi
anti Racl, dengan satuan hasil arbitrary unit.

I. Focal adhesion adalah komplek protein yang menghubungkan
sitoskeleton dengan MES, yang ditandai oleh
kumpulan vinculin pada tepi sel. Focal adhesion
pada MDA-MB-231 dideteksi secara imunofluoresen
menggunakan antibodi primer anti-vinculin, FITC-
conjugated antibodi sekunder, dan TRITC-
conjugated phalloidin. Fiksasi dan pewarnaan
dilakukan 24 jam setelah paparan dengan variasi

dosis afzelin dan vehikel.

4.5 Bahan dan Instrumen Penelitian
4.5.1 Bahan Penelitian
a. Afzelin diperoleh dari Chemfaces®
b. Sel kanker payudara MDA-MB-231 diperoleh dari ATCC®
c. Kultur sel MDA-MB-231: Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high

glucose, Fetal Bovine Serum (FBS), L-glutamin, Penisilin, Streptomisin,
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Amphotericin B, Trypsin-EDTA 0,25% (GIBCO®).
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Persiapan senyawa uji : dimethyl sulfoxide (DMSO)

Pengamatan migrasi sel kanker : kristal violet.

Pengamatan apoptosis sel kanker: Fluorescein isothiocyanate (FITC)
Annexin V Apoptosis Detection Kit with propidium iodide (PI) (BioLegend)
terdiri dari 1x PBS, annexin V Binding Buffer (AVBB) annexin V- FITC,
propidium iodide (PI) stock solution dalam PBS.

Pengamatan viabilitas sel: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT).

h. Pengamatan ekspresi FAK dan phospho-FAK : Standard diluent buffer,

antibodi primer monoklonal anti-FAK (BIOSS®), antibodi primer poliklonal
anti-phospho-FAK (Tyr397) (BIOSS®), goat anti-mouse IgG-biotin
(Abcam®), horseradish  peroxidase  (Merck®), buffer lisis radio
immunoprecipitation assay (RIPA) (G-Biosciences®), phosphatase inhibitor
(Medchemexpress®), protease inhibitor (Sigma-Aldrich®), sodium dodecyl
sulfate (SDS) polyacrylamide gel, membran nitroselulosa, 3,3',5,5-
tetramethylbenzidine (TBM).

Pengamatan aktivasi Racl : G-LISA kit (Cytoskeleton Inc®) terdiri dari:
antibodi primer anti-Racl, antibodi sekunder-HRP, Racl protein kontrol,
cell lysis buffer, wash buffer, antigen presenting buffer, antibody dilution
buffer, stop solution, HRP diluent, Protease Inhibitor Cocktail.
Pengamatan pembentukan focal adhesion: FAK100/ Aktin Cytoskeleton /
Focal Adhesion Staining Kit (Merck®) yang terdiri dari mouse antibody
monoclonal vinculin, tetramethyl rodamine isothiocyanate (TRITC)-
conjugated phalloidin, dan 4'6-diamidino 2-phenylindole (DAPI). 4%
paraformaldehid, 0.1% Triton X-100, Bovine Serum Albumin (BSA),

Tween20 (Sigma®).
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4.5.2 Alat Penelitian

a. Kultur sel MDA-MB-231 : tangki nitrogen cair, lemari laminar air flow (LAF),
inkubator CO., waterbath, lemari pendingin, mikroskop inverted, mikroskop
cahaya, sentrifugator, hemositometer, penyampur, vortex, T-75 cm? dan T-
25 cm? polystyrene flask, polypropylene conical centrifuge tube, pipet
plastik (1 mL,10 mL, 25 mL), mikropipet 1000 pl, stiker label/ pulpen
marker.

b. Persiapan senyawa uji: mikropipet 20, 200, dan 1000 pL, eppendorf, rak
tabung kecil, conical tube, vortex, timbangan analitik.

c. Pengamatan migrasi sel kanker : 24-well plate, mikroskop inverted,
mikropipet 10, 200, 1000 pl, tabung reaksi kecil, rak tabung kecil, yellow
tip.

d. Pengamatan apoptosis sel kanker: tabung Eppendorf 1,5 ml, sentrifugator,
flow cytometer (FACS Calibur, BD Biosciences).

e. Pengamatan viabilitas sel : 96-well plate, ELISA reader

f. Pengamatan ekspresi FAK dan phospho-FAK: T75 flask, mikropipet
1000 pl, cell scapper, tabung Eppendorf, sentrifugator, spektrofotometer
UV-VIS (NanoDrop™, Thermofisher), semi-dry transblot apparatus (20
volts; 300 mA)

g. Pengamatan aktivasi Racl: 24 well-plate, microplate shaker, mikropipet
200 dan 1000 pl; sentrifugator, spektrofotometer UV-VIS (NanoDrop™,
Thermofisher), ELISA reader.

h. Pengamatan focal adhesion : mikropipet 10 ul, 200 pl, 1,000 pl, pinset,

cover slip fibronektin, slide glass, 24-well plate, mikroskop konfokal.
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4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Persiapan senyawa uji afzelin
Untuk afzelin berbagai konsentrasi, afzelin terlebih dulu dilarutkan dalam

DMSO hingga didapatkan konsentrasi 100 mg/ml. Untuk afzelin 1 mg ditambahkan
DMSO 10 ypl.
Misalnya untuk pembuatan konsentrasi 100 ug/ml sebanyak 2 ml, maka

V1xM1=V2xM2

V1l = (V2x M2)/M1

= (100 pg/ml x 2 ml)/10° pg/ml = 0.002 ml = 2 uL

Untuk berbagai konsentrasi afzelin dari larutan induk afzelin dalam DMSO 100
mg/ml dipersiapkan sebagai berikut

Tabel 4.1 Formulasi pembuatan konsentrasi afzelin

Konsentrasi Larutan induk Medium lengkap
(ng/mi) () (ml)
100 2 2
200 4 2
400 8 2
800 16 2

4.6.2 Penumbuhan sel

Media kultur lengkap dipersiapkan dengan mencampurkan 500 ml DMEM
high glucose ditambah 56 ml FBS.. Vial sel MDA-MB-231 diangkat dari tangki
nitrogen cair. Vial dihangatkan dengan guncangan pelan dalam water bath suhu
35 — 37°C, selama 2-3 menit. Kemudian vial ditransfer ke LAF.

Media lengkap dimasukkan dalam T-25 cm? flask (yang sudah dilabel)
sebanyak 9 ml, kemudian ditambahkan 1 ml suspensi sel dari vial ke flask tersebut.
Sel di-resuspensi perlahan dengan cara memasukkan dan mengeluarkan dari
pipet. Suspensi sel diambil sebanyak 10 pl untuk penghitungan dan pengamatan

viabilitas sel. Flask ditransfer ke inkubator 37°C + 1°C dengan CO, (ATCC, 2012).
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4.6.3 Pemanenan sel

Kultur sel yang telah membentuk monolayer konfluen 80% mulai dapat
digunakan untuk pengujian atau disubkultur. Flask yang berisi kultur sel MDA-MB-
231 diambil dari inkubator. Media kultur lengkap dari flask dibuang secara aseptik
dan lalu ditambahkan serum-free media sebanyak 2 ml untuk membilas sel dengan
cara diguncang pelan. Pencucian ini dilakukan dua kali. Larutan 25% (w/v) tripsin
— 0,53 mM EDTA ditambahkan ke dalam flask, sebanyak 2 ml. Flask diinkubasi
pada suhu 37°C + 1°C sampai sel lepas. Untuk memastikan, pengamatan di bawah
mikroskop inverted dilakukan tiap 5 menit. Tripsin-EDTA dinetralisir dengan cara
menambahkan media kultur lengkap dengan volume sama (2 ml). Sel dipencarkan
dengan memipetnya secara pelan. Penghitungan sel total dan pengamatan

viabilitas sel dilakukan dengan mengambil 1 ul suspensi sel (ATCC, 2012).

4.6.4 Perlakuan untuk pengamatan migrasi sel
Sel MDA-MB-231 ditumbuhkan dalam 24-well plate ( 7 x 10* sel/sumuran)
sampai mencapai konfluensi 90%. Pada tiap piringan dibuat satu goresan dengan
ujung pipet steril berdiameter 1 mm (p200). Piringan dicuci dua kali dengan serum-
free media, kemudian diinkubasi dalam serum-starving media (FBS 0.5%)
ditambah DMSO (dymethylsulfoxide) atau 4 konsentrasi afzelin, pada 37°C. Di sisi
bawabh tiap piringan, dibuat penanda batas tepi goresan, kemudian difoto dengan
mikroskop inverted pada pembesaran 40x (Nikon Ti-U, Nikon). Migrasi sel MDA-
MB-231 yang mengisi area goresan diamati pada periode 24, dan 48 jam (Samri,
2016).
Migrasi sel dinilai dengan mengukur persentase area yang tertutup sel pada
zona bebas sel dengan menggunakan makros MRI wound healing tool pada
software IMAGEJ. Rumus yang digunakan adalah % area tertutup sel = {(area

bebas sel pada 0 jam — area bebas sel pada 24 jam atau 48 jam)/area bebas sel
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pada 0 jam} x 100 %.(Lewis et al., 2019) Untuk meminimalkan subyektivitas,
pengamatan dilakukan pada minimal 2 lapangan pandang pada tiap sumuran.
Migrasi sel juga dinilai dengan menghitung jumlah sel yang mengisi zona bebas

sel pada jam ke-24 atau ke-48 (Tantivejkul et al., 2003).

4.6.5 Pengamatan apoptosis melalui AnnexinV/propidium iodide flow
cytometry (Biolegend, 2018).

Sel MDA-MB-231 ditumbuhkan dalam plate 24-well hingga konfluen 90%,
menggunakan medium lengkap (DMEM high ‘glucose, Penstrep 1% (100Ul/ml-
Penicillin dan 100 pl/ml-streptomycin), dan NEAA 1%). Perlakuan 4 konsentrasi
afzelin dan vehikel diberikan selama 24 jam. Setelah itu, medium diambil dan sel
dicuci dengan serum-free media sebanyak 2 kali. Sel dipanen dengan
menambahkan tripsin-EDTA 0,25% dan kemudian dicuci dengan PBS tiga kali.

Sel diwarnai dengan FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with Pl
(Biolegend ®) sesuai dengan prosedur kit. Sel diresuspensi dengan Annexin V
binding buffer pada konsentrasi 1.0 x 10 sel/ml. Suspensi sel 100 pl ditransfer ke
tabung 5 ml, kemudian ditambahkan 5 pl FITC Annexin V dan 10 pl larutan
propidium iodide. Sel di-vortex perlahan dan diinkubasi selama 15 menit dalam
ruang gelap, pada suhu ruang (25°C). Selanjutnya Annexin V Binding Buffer 400
pl ditambahkan ke tiap tabung, Analisis dilakukan dengan flow cytometry. Analisis
scatterplot diagram digunakan untuk membedakan antara sel viabel (Annexin V-/
PI-), sel apoptotik awal (Annexin V+/ Pl-), sel apoptotik akhir/nekrotik (Annexin V/
Pl+) dan sel nekrotik akhir (Annexin V- / Pl+) berdasarkan kelompok sebarannya.

4.6.6 Perlakuan untuk pengamatan viabilitas sel dengan metode MTT
kolorimetrik.

Viabilitas sel diperiksa dengan metode reduksi 3-(4,5-dimethyl 2-thiazolyl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium (MTT). Sel MDA-MB-231 dikultur 96-

well plate dengan densitas 1 x 10* sel per sumuran selama 48 jam. Setelah itu, sel
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diberi perlakuan afzelin konsentrasi 100, 200, 400 dan 800 pg/ml serta vehikel.
Setelah semalaman, larutan MTT (0.5 mg/ml) 10 pl ditambahkan ke kultur sel
dengan medium baru 90 ul, lalu diinkubasi dalam gelap, selama 4 jam hingga
presipitat tampak jelas. Selanjutnya, medium disingkirkan. Kristal formazan yang
terbentuk dilarutkan dengan penambahan DMSO 100 pl, dengan inkubasi selama
30 menit sambil digoyangkan. Absorbansi tiap sumuran dibaca dengan microplate
reader (Bio-Rad Laboratories, USA) pada panjang gelombang 570 nm.

Penghitungan prosentase sel yang hidup dilakukan sesuai dengan rumus
dari Cancer Chemoprevention Research Center, Fakultas Farmasi — UGM.

Prosentase sel hidup = (Absorbansi perlakuan — Absorbansi kontrol media) x100%
(Absorbansi kontrol sel — Absorbansi kontrol media)

4.6.7 Perlakuan untuk pengamatan kadar ekspresi FAK dan kadar phospho-
FAK dengan metode Western blotting

a. Penumbuhan dan perlakuan kultur sel
Sel MDA-MB-231 ditumbuhkan pada flask T75 hingga konfluensi 90 %.
Selanjutnya sel diberi perlakuan berbagai konsentrasi afzelin atau vehikel selama
24 jam.
b. Pelisisan sel dan penghitungan konsentrasi protein pada lisat
Kultur sel dicuci sekali dengan PBS dan diinkubasi di atas es. Buffer lisis
RIPA yang mengandung phosphatase inhibitor dan protease inhibitor (1:100)
ditambahkan ke kultur sel. Sel dilepaskan dengan cell scapper di atas es.
Kemudian lisat ditransfer ke tabung eppendorf dan disentrifugasi pada 10.000 xg
pada suhu 4°C selama 15 menit. Konsentrasi protein diperiksa dengan
spektrofotometer UV-VIS (NanoDropTM, Thermofisher).
C. Elektroforesis gel
Elektroforesis dilakukan pada gel 10%, dengan formulasi DD-H20 (4,1 ml),

bis-acrylamide (3,3 ml), buffer gel (2,5 ml), dan SDS 10% w/v (0,1 ml). Larutan
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monomer dipersiapkan dengan komposisi ammonium persulfat (APS) dan
N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine (Temed).

e Separating Gel Buffer : 50 pl 10% APS dan 5 pl Temed

e Stacking Gel Buffer : 50 pl 20% APS dan 10 pl Temed

Larutan monomer separating dituangkan ke dalam gel cassette dan didiamkan
hingga gel mengeras. Larutan monomer stacking dituangkan ke dalam gel
cassete yang telah berisi larutan monomer separating. Untuk menyesuaikan
volume, ddH20 ditambahkan, Cetakan (comb) dipasang ke dalam gel cassette.
Setelah gel mengeras, gel cassette dilepas cari cetakan (gel casting), lalu
dimasukkan ke dalam chamber yang berisi running buffer.

Sampel yang akan diperiksa ditambah reducing sample buffer (RSB) dengan
rasio 1:1 dan bisa ditambahkan untuk mendapatkan konsentrasi yang sama.
Kemudian, sampel dipanaskan selama 5 menit untuk denaturasi protein. Marker
protein (10 pl) dan sampel (20 pl) dimasukkan ke dalam sumuran gel. Gel di-
running selama 35 menit dengan tegangan 200 volt. Setelah marker dan tracking
dye sudah mencapai ujung gel, proses dihentikan. Gel dilepas dari gel cassette
secara perlahan, lalu dimasukkan ke chamber berisi staining buffer coemasie blue.
Inkubasi dilakukan semalaman dalam shaker inkubator. Larutan staining diganti
dengan larutan de-staining dan kembali di-inkubasi hingga pita protein tampak
jelas.

d. Blotting ke membran

Pita protein dari gel SDS-PAGE ditransfer ke membran nitroselulosa dengan
menggunakan Semi Dry Trans Blot Equipment dengan susunan sebagai berikut
(dari bawah ke atas):

a. kertas saring yang telah dibasahi buffer transfer,
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b. membran Nitrocellulose yang telah direndam buffer transfer selama 30
menit

c. gel SDS-PAGE yang telah direndam buffer transfer

d. kertas saring yang telah dibasahi buffer transfer

Proses transfer dilakukan selama 2 jam, dengan dialiri listrik 20 Volt, 300 mA.

e. Probing dan deteksi antibodi

Membran nitroselulosa diinkubasi dengan BSA 5% pada suhu 4°C semalaman,
untuk mengeblok area yang tidak spesifik. Setelah itu, membran diadaptasikan di
suhu ruang dan dicuci- dengan larutan TBS-Tween20 0,05%. Antibodi primer
(FAK1 monoklonal 1:1000, FAK Tyr397 1:500) ditambahkan dalam pelarut TBS.
Larutan antibodi ini ditambahkan ke membran dan diinkubasikan selama 2 jam
dalam suhu ruangan. Membran dicuci tiga kali sambil diguncang perlahan.
Antibodi sekunder (1:1000) dalam TBS ditambahkan dilanjutkan dengan inkubasi
selama 2 jam pada suhu ruangan. Membran kembali dicuci tiga kali, dilanjutkan
dengan inkubasi dengan larutan Strepavidin-Horseradish peroxidase (SA-HRP)
konsentrasi 1:1000 selama 60 menit. Setelah dicuci tiga kali, membran direndam
dalam substrat TBM dan diinkubasi sampai muncul pita protein. Reaksi dihentikan
dengan penambahan aquades. Membran dikering-anginkan dan setelah itu
dipindai. Gambar scan pita protein dihitung secara kuantitatif dengan
menggunakan piranti lunak ImageJ, menghasilkan data intensitas pixel relatif
(intensitas relatif) (Patharkar et al., 2017). Hasilnya dikonvesi menjadi rasio

terhadap kontrol negatif.

4.6.8 Pengamatan aktivasi Racl
Kit G-LISA menggunakan 50 pl lisat (0,25 — 1 mg/ml konsentrasi protein

dalam lisat) per assay. Prinsip pemeriksaan ini mirip sandwich ELISA, tetapi yang
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digunakan untuk coating sumuran adalah protein yang berperan sebagai bait.
Prosedur pengamatan aktivasi Racl ini mengacu pada prosedur dari Cytoskeleton
Inc.
a. Penumbuhan kultur sel

Sel ditumbuhkan pada 24-well plate hingga konfluensi 70%. Selama
perlakuan untuk menstimulasi Rac1, sel harus dijaga dalam kondisi ‘terkontrol’
melalui starvasi serum, sehingga aktivitas basal Racl rendah. Perlakuan afzelin
berbagai konsentrasi dan vehikel diberikan bersamaan dengan medium starvasi
(FBS 0,5%), selama semalaman.
b. Pencucian

Plate sel kultur dikeluarkan dari inkubator dan segera diletakkan di atas es.
Media diaspirasi dan sel dicuci dengan PBS dingin untuk menghilangkan protein

serum. Sisa PBS diaspirasi, sehingga buffer lysat tidak terencerkan.

.. Pelisisan sel

Setelah distimulasi dengan EGF 50 ng/ml selama 5 menit (Zhang et al.,
2014), protein Racl teraktivasi dengan sangat cepat dan sementara (30 detik
sampai 30 menit). Racl-GTP bersifat labil dan ikatannya dengan GTP rentan
mengalami hidrolisis selama dan setelah lisis sel, menyebabkan Racl non-aktif.
Pemrosesan cepat (< 10 menit) di atas es penting untuk hasil yang akurat dan
reliabel. Untuk membuat konsentrasi lisat antara 0,25 — 1,0 mg/ml, buffer lisis 200
ul, ditambahkan ke dalam sumuran. Sel dilepaskan dengan cell scrapping.
Hasilnya ditampung dalam tabung eppendorf dan segera disimpan dalam suhu -

80°C sambil menunggu proses berikutnya.
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d. Penghitungan konsentrasi protein lisat

Pengukuran konsentrasi protein pada lisat dilakukan dengan
spektrofotometer UV-VIS (NanoDropTM, Thermofisher). Jumlah buffer lisis dingin
yang ditambahkan ke lisat untuk mendapatkan konsentrasi protein yang identik
antara 0,25 — 1,0 mg/dl, diperhitungkan. Bila variasi kosentrasi protein pada tiap
sampel kurang dari 10%, tidak perlu diseimbangkan.
Volume yang ditambahkan menggunakan rumus :

A —-—B x(volume A) = ... pl
B

Dengan A adalah konsentrasi lisat yang lebih tinggi (mg/ml), dan B adalah

konsentrasi sampel yang paling encer (mg/ml).

e. Pengukuran aktivasi Racl

Penambahan lysis buffer 120 ul ke dalam tabung sentrifuge dilakukan di
atas es, sebagai buffer blank. Racl Control Protein (RCCA) 36 ul ditambahkan ke
dalam tabung bersama 84 pl lysis buffer dingin. Tabung ini digunakan sebagai
kontrol positif. Strip Racl yang dibutuhkan dan dilarutkan dalam 100 pl aqudes
dingin.

Lisat sel dihangatkan dalam water bath suhu ruangan. Segera setelah cair,
ditempatkan kembali di atas es. Air dari mikroplate dibuang dengan cara
disentakkan dengan kuat. Hal ini ditujukan untuk menghindari pembacaan latar
yang tinggi. Pada absorbansi 490 nm, sumuran berisi buffer saja harus terbaca
antara 0,20 — 0,35 dan kontrol positif harus terbaca 0,7 — 1,0 setelah dikurangi
blank.

Plate segera dikembalikan ke es, dan ditambahkan lisat sel ke sumuran
ulangan. Baik buffer blank maupun kontrol positif Racl ditambahkan 50 pl ke
dalam sumuran ulangan. Plate segera diletakkan dalam shaker dingin (400 rpm)

pada 4°C selama 30 menit. Selama inkubasi, antibodi primer anti-Rac1 dilarutkan
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1/50 dalam Antibody Dillution Buffer. Setelah 30 menit, pelarut dalam sumuran
dibuang dan dicuci dua kali dengan 200 ul Wash Buffer dalam suhu ruangan.
Penambahan 200 ul Antigen Presenting Buffer pada suhu kamar segera dilakukan
selama 2 menit. Setelah buffer dibuang, segera dilakukan pencucian sumuran tiga
kali menggunakan 200 ul Wash Buffer pada suhu kamar. Selanjutnya, antibodi
primer anti Racl yang telah diencerkan ditambahkan ke tiap sumuran dan plate
diletakkan pada shaker microplate suhu ruangan selama 45 menit. Selama
inkubasi antibodi primer, antibodi sekunder HRP diencerkan 1/100 dalam Antibody
Dilution Buffer.

Antibodi primer anti-Racl dibuang dari sumuran, diikuti dengan tiga kali
pencucian dengan 200 pl Wash Buffer suhu ruangan. Antibodi sekunder
ditambahkan ke tiap sumuran, lalu diletakkan di atas microplate shaker pada suhu
ruangan selama 45 menit. Saat antibodi sekunder diinkubasi, aliquot reagen
pendeteksi HRP A dan B dihangatkan dengan penangas air suhu ruangan. Saat
inkubasi antibodi sekunder akan berakhir, reagen deteksi HRP A dan B
dicampurkan dalam volume yang sama. Campuran dilindungi dari cahaya.

Setelah inkubasi berakhir, antibodi sekunder dibuang dari sumuran.
Kemudian, sumuran dicuci tiga kali menggunakan Wash Buffer 200 pl. Campuran
reagen pendeteksi HRP ditambahkan ke tiap sumuran dan diinkubasi pada suhu
ruangan selama 20 menit. Setelah itu, HRP stop buffer ditambahkan. Kuantitas

Racl teraktivasi dihitung berdasar absorbansi pada panjang gelombang 490 nm.

4.6.9 Pengamatan pembentukan focal adhesion dengan pewarnaan
imunofluoresen

a. Penanaman sel (CCRC, 2014)
Sebelum penanaman, dilakukan panen sesuai prosedur pemanenan sel
(sub bab 2.6.2). Selanjutnya dilakukan penghitungan sel sesuai dengan prosedur

penghitungan sel (lampiran 3). Cover slip yang dilapisi fibronectin dipasang dalam
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24-well plate untuk persiapan penanaman sel. Sel MDA-MB-231 ditransfer sekitar
50.000 sel/sumuran dalam 500 ul medium lengkap secara merata dan perlahan,
kemudian inkubasi semalaman (15 jam) dalam inkubator agar sel menempel pada
cover slip. Selanjutnya, medium disingkirkan dan digantikan medium starvasi yang
berisi afzelin berbagai konsentrasi atau vehikel sebanyak 500 pl. Sel diinkubasi
kembali selama 24 jam, dilanjutkan dengan pewarnaan imunofluoresen.
b. Persiapan antibodi dan larutan

Phalliodin terkonjugasi dengan TRITC (1 vial, 15 ug) dilarutkan dalam
methanol 250 pL, untuk selanjutnya disimpan dalam suhu -20° C. Saat digunakan,
phalooidin diencerkan dengan PBS 1X dengan konsentrasi 1:500. Antibodi primer
anti-vinculin diencerkan dalam larutan blocking dengan konsentrasi 1:400.
Antibodi sekunder diencerkan dalam PBS 1x dengan konsentrasi 1:1000. DAPI
dilarutkan dalam PBS 1x dengan konsentrasi 1:1000. Wash buffer dibuat dengan
melarukan 0.05% Tween-20 dalam PBS 1x. Larutan blocking merupakan larutan

PBS 1X yang mengandung 1% BSA.

C. Perlakuan imunofluoresen pada sel (FAK100/EMD millipore. 2009;

CCRC, 2014)

Sel difiksasi dengan paraformaldehide 4% dalam PBS selama 1 menit
dalam suhu ruangan. Pencucian dilakukan dua kali dengan wash buffer , dan
kemudian sel di-permeabilisasi dengan 0.1% Triton X-100 dalam PBS selama 1-
5 menit pada temperatur ruangan. Sel kembali dicuci dua kali dengan wash buffer.
Selanjutnya larutan blocking diaplikasikan selama 30 menit dalam suhu ruangan.
Antibodi primer anti-vinculin ditambahkan ke dalam larutan blocking, dan
kemudian diinkubasi selama 1 jam dalam temperatur ruangan. Sel dicuci tiga kali
(masing-masing 5 — 10 menit) dengan wash buffer. Untuk pewarnaan ganda,

TRITC-conjugated phalloidin diinkubasi bersamaan dengan antibodi sekunder
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selama 30 — 60 menit dalam suhu ruangan. Selanjutnya, pencucian dilakukan 3
kali (masing-masing 5-10 menit) dengan wash buffer. Untuk pewarnaan nukleus,
sel diinkubasi dengan DAPI selama 1-5 menit pada suhu ruangan, diikuti
pencucian tiga kali (masing-masing 5 -10 menit) dengan wash buffer. Coverslip
diletakkan di atas gelas obyek, kemudian ditetesi dengan mounting media.
Coverslip ditutup dengan cover glass. Hasil mounting disimpan dalam wadah
gelap, pada suhu 4°C. Pengamatan dilakukan dengan mikroskop konfokal
pemindai laser (confocal laser scanning microscope, Olympus FV1000) dengan
pembesaran 40x. Data diambil dari minimal 3 lapangan pandang. Penilaian

dilakukan secara kualitatif.

"
-
7y
-
.

110




4.6.10 Alur Penelitian
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Gambar 4.1 Bagan alur Penelitian.

Penelitian ini menggunakan satu kelompok kontrol dan empat kelompok perlakuan, yaitu
K1: kelompok kultur MDA-MB-231 dengan diberi pelarut bahan uji DMSO

K2: kelompok kultur MDA-MB-231 diberi afzelin dalam DMSO, konsentrasi 100 ug/ml
K3: kelompok kultur MDA-MB-231 diberi afzelin dalam DMSO, konsentrasi 200 ug/ml
K4: kelompok kultur MDA-MB-231 diberi afzelin dalam DMSO, konsentrasi 400 pyg/ml
K5: kelompok kultur MDA-MB-231 diberi afzelin dalam DMSO, konsentrasi 800 pug/ml

4.6.11 Etik Penelitian
Penelitian ini memperoleh kajian etik dari Komite Etik Penelitian

Kesehatan, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.
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4.6.12 Analisis Data

Semua data yang diperoleh diulang 3 kali untuk memastikan realibilitas
pengamatan. Kemudian dilakukan tes untuk menguji normalitas data. Data
penelitian disajikan dalam bentuk tabel yang menjelaskan rata-rata + standar
deviasi (SD). Selanjutnya dilakukan tes ANOVA one way dengan menggunakan
software SPSS. Untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda secara
bermakna dilakukan uji Post Hoc — Tukey dengan perbedaan dinyatakan
bermakna apabila p <0,05. Analisis untuk menentukan apakah efek afzelin
terhadap apoptosis dan migrasi terjadi melalui penurunan ekspresi dan aktivasi
FAK dan Racl, serta apakah efek afzelin terhadap aktivasi Racl berhubungan
dengan ekspresi dan aktivasi FAK, dilakukan melalui analisis regresi linier. Hasil
regresi linier berupa R?, dengan kriteria batasan nilai R? dalam tiga klasifikasi yaitu
1-0,67 sebagai substansial; 0,67 > r? > 0,33 sebagai moderat, dan 0,33 > r?>> 0,19

sebagai lemah (Chin, 1998).
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1 Efek afzelin terhadap viabilitas sel MDA-MB-231

Viabilitas sel MDA-B-231 akibat paparan afzelin diukur melalui uji MTT.
Kristal formazan yang terbentuk diinterpretasikan dalam optical density. Paparan
afzelin menyebabkan penurunan viabilitas sel yang dipengaruhi oleh peningkatan
konsentrasi afzelin. Dari berbagai konsentrasi afzelin yang diujikan, viabilitas sel
menunjukkan penurunan yang bermakna (42,57%) dibanding kontrol negatif pada
konsentrasi 800 pg/ml (tabel 5.1).

Nilai IC50 setelah paparan 24 jam diprediksi berdasar garis kecenderungan
dan persamaan regresi linier dosis—respon (gambar 5.1). Berdasar persamaan
tersebut, dosis afzelin yang diperkirakan akan menyebabkan penurunan viabilitas

sel hingga 50% adalah 992.33 pg/ml.
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Gambar 5.1 Hasil pengujian efek afzelin terhadap viabilitas sel MDA-MB-231
setelah paparan 24 jam. Kuantitas relatif sel viabel diukur dengan MTT
secara kolorimetrik. Persamaan regresi linier adalah Y =-0,0417X + 91,38,
dengan Y adalah viabilitas sel dan X adalah konsentrasi afzelin Data
ditampilkan sebagai rerata + SD

Tabel 5.1 Efek paparan afzelin terhadap viabilitas sel MDA-MB-231

ap <0,05 terhadap kontrol negatif

Viabilitas Perlakuan (ug/ml)
” sel Kontrol (-) 100 200 400 800
2 (%)
o Rerata + 99.880 +| 79.983 + 75.470 + 81.487+ | 57.4427 +
. SD 2.735 11.241 16.790 7.756 11.166*
z
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5.2 Efek afzelin terhadap apoptosis sel MDA-MB-231

Analisis flow cytometry dengan pewarnaan ganda FITC-Annexin V dan PI
digunakan untuk mendeteksi perubahan lokasi phosphatidylserine akibat paparan

berbagai konsentrasi afzelin pada sel MDA-MB-231. Afzelin menginduksi

apoptosis seiring dengan peningkatan konsentrasi (gambar 5.2). Persentase sel
apoptotik meningkat secara bermakna dibanding dengan kontrol negatif pada
perlakuan afzelin 400 ug/ml dan 800 pg/ml (tabel 5.2). Pola yang sama juga terjadi
pada persentase sel nekrotik dengan kuantitas yang lebih rendah dibanding sel
apoptotik. Hasil ini menunjukkan kematian sel akibat paparan afzelin terjadi

terutama melalui apoptosis.

Kontrol (-) Afzelin 100 pg/ml Afzelin 200 pg/ml

.:1

3 0.7% 0.9% 0.5% 1.2% 0.7% 1.3%

2.7% 3.1%

.

£+ ~ S

2.1%

Afzelin 800 pg/ml

2.8%
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Gambar 5.2 Efek afzelin terhadap apoptosis
sel MDA-MB-231 setelah paparan 24 jam. (A)
Representasi dot-plot flow cytometry dari
deteksi apoptosis menggunakan annexin V/PI.
(B) Kuantifikasi analisis apoptosis pada sel
MDA-MB-231. Apoptosis adalah gabungan sel
Py yang annexin V positif (kuadran kanan bawah)
dengan sel annexin V dan PI positif (kuadran
kanan atas). Nekrosis adalah sel dengan PI
positif (kuadran Kkiri atas). Data ditampilkan
dalam rerata + SD.

Jumlah sel (%)
S

wh
=)

B_ i rﬁ,_ﬁ

b
J— }
A o
N W

o

S S
o S

Perlakuan afzelin (pg/ml)

Notasi menunjukkan p <0,05, yaitu terhadap ?kontrol
negatif; b terhadap afzelin 200; dan ©terhadap afzelin
400 pg/ml.
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Tabel 5.2 Efek paparan afzelin terhadap apoptosis sel MDA-MB-231

Kematian sel Perlakuan (ug/ml)
(%) Kontrol (-) 100 200 400 800
Apoptosis | Rerata + 4,397 + 3,953 + 4,387 + 7,287 + 31,973 +
SD 0.221 0.542 1.346 0.7852 1.026 akc
Nekrosis Rerata + 0,730 + 0,450 + 0,663 + 0,580+ 2,757 +
SD 0.110 0.125 0.035 0.035 1.056 abc

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu 2 terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 200; dan ¢ terhadap
afzelin 400 ug/ml

Pengujian efek paparan afzelin terhadap apoptosis memiliki
kecenderungan penurunan yang serupa dengan viabilitas sel. Karena salah satu
aspek yang mempengaruhi viabilitas sel adalah apoptosis, maka dilakukan
pengkajian lebih lanjut apakah keduanya saling berhubungan. Analisis regresi
linear menunjukkan hubungan positif dengan keeratan moderat antara viabilitas
sel dengan apoptosis. Kontribusi apoptosis terhadap viabilitas sel diprediksi

sebesar 47% (gambar 5.3).
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Gambar 5.3 Hubungan antara viabilitas sel dan apoptosis pada sel MDA-MB-231

5.3 Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231

Pada model pengujian scratch wound healing, afzelin menghambat migrasi
dua dimensi sel MDA-MB-231 (Gambar 5.4). Hambatan migrasi didemonstrasikan
melalui penurunan jumlah sel yang berpindah ke area bebas sel seiring dengan

peningkatan konsentrasi afzelin. Penekanan migrasi sel terutama terjadi pada

"
-
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-
.

konsentrasi 400 dan 800 pg/ml. Hal ini juga didukung oleh jumlah sel yang
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berpindah ke area bebas sel pada pengamatan jam ke-48 tidak berbeda bermakna

dibanding jam ke-24 (Gambar 5.5).

Perlakuan 0jam 24 jam 48 jam
(ng/ml)

Kontrol
Negatif

Afzelin 100

Afzelin 200

Afzelin 400

Afzelin 800

Gambar 5.4 Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231. (A) Representasi mikrograf
penutupan area bebas sel selama 48 jam paparan afzelin, yang diamati dengan
mikroskop inverted. Garis horizontal putih menunjukkan area goresan yang masih
bebas sel (pada jam ke-0. Area berwarna biru adalah contoh area bebas sel pada
area goresan, dengan area tertutup sel yang ada di luarnya.
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Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu 2 terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 100, ¢ afzelin
200 dan “afzelin 400 pug/ml, serta * terhadap jam ke-24 pada konsentrasi afzelin yang sama.

Gambar 5.5 Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231. Kuantifikasi migrasi sel
melalui dua pendekatan yaitu (A) berdasar jumlah sel yang mengisi ke
area bebas sel dan (B) berdasar persentase area tertutup-sel pada jam
ke-24 atau ke- 48 dari area bebas sel pada jam ke-0. Keduanya
ditampilkan dalam rerata + SD

Tabel 5.3 Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231

Observasi uji migrasi

Perlakuan (pg/ml)

scratch-wound healing | Kontrol(-) | 100 200 400 800

Jumlah sel pada area goresan

24 jam Rerata + 169,667 + | 126,833+ | 142,333+ | 113,167 + 73,167 +
SD 8,005 22,373 20,133 18,8172 13,7512

48 jam Rerata + 300,833 + 230,83 + 292,667 + 171,667+ 98,667 +
SD 27,597* 74,240* 17,134* 41,621 11,094°

Area tertutup-sel (%)

24 jam Rerata + 77,794 + 56,531+ 56,423 + 39,243 + 19,13 +
SD 5,752 3,838 4,576° 1,063%¢ 9,1052b<¢

48 jam Rerata + 94,937 + 87,032 + 92,834 + 63,429+ 34,899 +
SD 5,951 9,938* 3,728* 12,5212 8,0962b<¢

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu @ terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 100, ¢ afzelin 200

dan Yafzelin 400 ug/ml, serta * terhadap jam ke-24 pada konsentrasi afzelin yang sama.

Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231 juga dianalisis berdasar

persentase area yang tertutup sel. Hasil analisis menunjukkan penurunan area

tertutup-sel akibat paparan afzelin, dengan pola yang sama seperti penurunan

jumlah sel migrasi (tabel 5.3). Berbeda dengan pengamatan berdasar jumlah sel

migrasi, afzelin konsentrasi 400 pg/ml menunjukkan peningkatan area tertutup-sel

yang bermakna pada jam ke-48 dibanding jam ke-24.
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Efek afzelin terhadap migrasi sel MDA-MB-231 mempunyai
kecenderungan negatif, yaitu seiring dengan peningkatan konsentrasi afzelin
terjadi penurunan migrasi sel. Pola yang sama didapatkan pada efek afzelin
terhadap viabilitas sel, tetapi berkebalikan dengan kecenderungan positif terhadap
apoptosis sel MDA-MB-231 yaitu semakin tinggi konsentrasi afzelin semakin tinggi
pula kejadian apoptosis. Hasil ini menarik untuk dikaji apakah penurunan viabilitas

sel dan peningkatan apoptosis berhubungan dengan penurunan migrasi sel.
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Gambar 5.6 Hubungan antara indeks apoptosis dan viabilitas dengan migrasi jam
ke-24. Hubungan indeks apoptosis dengan migrasi ditinjau dari jumlah sel
yang mengisi area goresan (A) maupun area tertutup sel (B). Hubungan
viabilitas sel dengan migrasi juga ditinjau berdasar jumlah sel yang mengisi
area goresan (C) maupun area tertutup sel (D). Tanda * menunjukkan p<
0,05. r2 menunjukkan keeratan hubungan antar variabel terikat. Data
disajikan dalam rerata.

Analisis regresi linier antara migrasi 24 jam dan apoptosis menunjukkan

S

berhubungan positif dengan keeratan yang moderat (0,66 > r2 > 0,33) yang

konsisten, baik berdasarkan jumlah sel yang mengisi area goresan dan area
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=
.

tertutup sel (gambar 5.6 A dan B). Analisis antara migrasi 24 jam dan viabilitas sel
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juga menunjukkan hasil positif dengan keeratan moderat (0,66 > r2 > 0,33) secara
konsisten, berdasar jumlah sel yang mengisi area goresan dan area tertutup sel

(gambar 5.6 C dan D).

5.4 Efek afzelin terhadap pembentukan focal adhesion pada sel MDA-MB-
231

Pembentukan focal adhesion diamati berdasar perpindahan lokasi vinculin
dari sitoplasma ke membran sel, yang dideteksi dengan antibodi anti-vinculin.
Phalloidin ditambahkan untuk mempertegas protrusi sel yang berhubungan
dengan sitoskeletom aktin, sebagai lokasi terbentuknya focal adhesion. Secara
kualitatif, paparan afzelin menyebabkan penurunan pembentukan focal adhesion.
Hal ini terlihat dari bentukan focal adhesion yang semakin samar dan kecil seiring
dengan peningkatan konsentrasi afzelin. Selain itu, pada konsentrasi 800 pug/ml
bentuk sel menjadi lebih pipih dengan sitoplasma yang memanjang, kontak antar

sel meningkat, dan focal adhesion lebih jarang ditemui (gambar 5.7).
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Gambar 5.7 Efek paparan afzelin terhadap focal adhesion pada sel MDA-MB-231 setelah
paparan 24 jam. Efek paparan afzelin diamati pada jam ke-24. Pewarnaan
imunofluoresens menggunakan antibodi anti-vinculin (hijau) dan TRITC-
conjugated phalloidin (merah). Focal adhesion ditunjukkan oleh ujung tanda
panah. Skala (kuning) sebanding dengan 30 um.
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5.5 Efek afzelin terhadap ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 pada sel MDA-
MB-231

Pada kontrol negatif, FAK terekspresi dan teraktivasi pada asam amino
Tyrosin ke-397 dalam sel MDA-MB-231. Tiap sampel yang di-loading saat tahap
SDS-PAGE disesuaikan sehingga konsentrasinya sama (18 pg/ml). Pengamatan
melalui Western blotting mendemonstrasikan bahwa paparan afzelin hingga dosis
400 pg/ml tidak menyebabkan perubahan pada ekspresi FAK maupun p-FAK
Tyr397 (gambar 5.8). Peningkatan konsentrasi afzelin 800 pg/ml menyebabkan
penurunan keduanya, baik ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397, dengan penurunan
ekspresi FAK dari kontrol negatif lebih tinggi (32,15%) dibandingkan p-FAK Tyr397

(24,43%).

1.54 B Ekspresi FAK

O p-FAK Tyr397

-
i

o
o

ac

Intensitas relatif (au)

TR

{90 Perlakuan afzelin (ug/ml)

: p ” ﬂ 8- p-FAK Tyr397

Kontrol 100 200 400 800
()

Perlakuan afzelin (ug/ml)

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu 2terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 100, ¢ afzelin
200 dan 9 afzelin 400 pg/ml

Gambar 5.8 Efek afzelin terhadap ekspesi FAK dan FAK Tyr397 terfosforilasi (p-
FAK Tyr397) pada sel MDA-MB-231 setelah paparan 24 jam. Grafik
histogram menggambarkan rasio intensitas relatif protein terhadap kontrol
negatif. Data ditampilkan dalam rerata + SEM. Gambar scan hasil Western
blotting menunjukkan pita protein berwarna gelap.

121



"
-
7y
-
.

Tabel 5.4 Efek afzelin terhadap ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 sel MDA-MB-231

Intensitas relatif Perlakuan (pg/ml)

(rasio terhadap kontrol Kontrol (-) 100 200 400 800
negatif, Au)

Ekspresi Rerata + SD 0,996 + 0,999 + 0,964 + | 0,984 + 0,002 0,676 +
FAK 0,043 0,004 0,013 0,0182bcd
p-FAK Rerata + SD 0,591 + 0,628+ 0,602 + 0,652+ 0,447 +
Tyr397 0,017 0,0062 0,009 0,1082¢ 0,075abed

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu 2 terhadap kontrol negatif; b terhadap afzelin 200; dan  terhadap
afzelin 400 pg/ml.. Angka bergaris bawah menunjukkan peningkatan bermakna (p<0.05) dibanding
kontrol negatif

Berbeda dengan efeknya yang tidak bermakna terhadap ekspresi FAK,
paparan afzelin konsentrasi 400 pg/ml menyebabkan peningkatan signifikan
kuantitas p-FAK Tyr397 dibanding kontrol negatif (tabel 5.4). Analisis ImageJ
hubungan antara intensitas relatif FAK dan p-FAK Tyr397 pada paparan afzelin
dilakukan untuk memprediksi apakah penurunan intensitas relatif p-FAK Tyr 397
disebabkan oleh hambatan fosforilasi pada FAK Tyr397 atau karena penekanan
ekspresi FAK. Hasil analisis menunjukkan hubungan positif yang substansial

(r2>0,67) antara jumlah FAK dengan jumlah pFAK Tyr397 (gambar 5.9).
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Gambar 5.9 Hubungan antara intensitas relatif ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397.
Data disajikan dalam rerata. Tanda * menunjukkan p< 0,05. r?
menunjukkan keeratan hubungan antar variabel terikat.

5.6 Efek afzelin terhadap aktivasi Racl1-GTPase pada sel MDA-MB-231
Aktivasi Racl dihambat oleh pemberian afzelin pada semua konsentrasi
(gambar 5.10). Tetapi pada afzelin konsentrasi 200 pg/ml, penghambatan tersebut

tidak berbeda bermakna dibandingkan kontrol negatif. Inhibisi aktivasi Rac1l terjadi
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secara konsisten pada paparan afzelin konsentrasi 400 pg/ml dan 800 pg/ml, yang

menyebabkan penurunan hingga lebih dari 50% dibanding kontrol negatif (tabel

5.5).
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«
Perlakuan afzelin (ng/ml)

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu 2 terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 100, ¢ afzelin
200 dan Yafzelin 400 pg/ml

Gambar 5.10 Efek perlakuan afzelin terhadap aktivasi Racl setelah paparan 24
jam. Observasi dilakukan melalui metode G-LISA dengan hasil berupa
densitas optik pada pengamatan dengan panjang gelombang 490 nm.

Tabel 5.5 Efek afzelin terhadap aktivasi Racl pada sel MDA-MB-231

Aktivitas Racl Perlakuan (pg/ml)
(OD) Kontrol (-) 100 200 400 800
Rerata + 0,9267 + 0,633 + 0.765+ 0.446 + 0.353 +
SD 0,175 0.0952 0.094 0.0362¢ 0.0333bc

Notasi menunjukkan p <0,05 yaitu @ terhadap kontrol negatif; ® terhadap afzelin 100, ¢
afzelin 200 dan 9 afzelin 400 pg/ml

5.7 Hubungan antara, ekspresi FAK, p-FAK Tyr397, aktivasi Racl, dan
migrasi sel pada paparan afzelin

Analisis hubungan antar variabel terikat dilakukan untuk membuktikan
apakah mekanisme kerja afzelin sesuai dengan jaras pensinyalan yang menjadi
landasan teori. Analisis hubungan dilakukan dengan migrasi 24 jam sesuai dengan
lama perlakuan afzelin saat menguji efeknya terhadap ekspresi FAK dan p-FAK
Tyr397. Pengujian hubungan antara ekspresi FAK terhadap migrasi sel
menunjukkan hubungan positif yang bermakna dengan keeratan hubungan yang

moderat (0,67>r2>0,33). Keeratan hubungan ini terjadi secara konsisten pada

123



S

7y
=
.

analisis kuantitatif migrasi menurut jumlah sel yang mengisi area goresan maupun
area tertutup sel. Sementara hubungan antara p-FAK Tyr397 dengan migrasi sel

mempunyai keeratan hubungan yang lemah (r2<0,33) (Gambar 5.11).
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Gambar 5.11 Hubungan antara ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 dengan migrasi
sel akibat paparan afzelin pada sel MDA-MB-231. Analisis dilakukan
terhadap hubungan antara ekspresi FAK dan p-FAKTyr397 dengan jumlah
sel yang mengisi area goresan (A) dan area tertutup sel (B). Data disajikan
dalam rerata.

Tanda * menunjukkan p< 0,05. r2 menunjukkan keeratan hubungan antar
variabel terikat

Aktivasi Racl dengan migrasi sel menunjukkan hubungan positif yang
bermakna dengan keeratan hubungan yang substansial (r2 >0,67) (gambar 5.11).
Hasil ini konsisten untuk semua pengamatan migrasi berdasar jumlah sel mengisi
area goresan dan area tertutup sel, (gambar 5.12).
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Gambar 5.12 Hubungan antara sinyal Racl dengan jumlah sel pada area goresan
(A) dan dengan area tertutup sel (B) pada sel MDA-MB-231 yang
dipapar afzelin. Tanda * menunjukkan p< 0,05. r2 menunjukkan keeratan
hubungan antar variabel terikat. Data disajikan dalam rerata.
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Hubungan positif pada analisis ini menunjukkan bahwa peningkatan
ekspresi FAK dan aktivasi Racl berperan dalam peningkatan migrasi sel. Aktivasi
FAK dan aktivasi Racl terjadi melalui mekanisme yang timbal balik. Pada
penelitian ini, pengaruh afzelin terhadap mekanisme tersebut dikonfirmasi dengan
analisis hubungan antara ekspresi FAK dengan aktivasi Racl serta p-FAK Tyr397
dengan aktivasi Racl (gambar 5.13). Ekspresi FAK berhubungan positif secara
moderat dengan aktivasi Racl (0,67>r2>0,33), tetapi p-FAK Tyr397 tidak
berhubungan dengan aktivasi Racl (r2<0,33). Hal ini menunjukkan penurunan
aktivasi Racl akibat paparan afzelin tidak sebanding dengan penurunan p-FAK

Tyr397.
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Gambar 5.13 Hubungan antara ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 dengan
aktivasi Racl. Data disajikan dalam rerata. Tanda * menunjukkan
p< 0,05. r2 menunjukkan keeratan hubungan antar variabel terikat.

5.8 Hubungan antara ekspresi FAK, p-FAK Tyr397, aktivasi Racl, dan
apoptosis sel pada sel MDA-MB-231 akibat paparan afzelin

Analisis hubungan apoptosis indeks dengan ekspresi FAK dan p-FAK
Tyr397 menunjukkan hubungan negatif yang bermakna, yaitu peningkatan
ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 berhubungan dengan penurunan indeks

apoptosis, atau sebaliknya. Berdasarkan nilai r2, hubungan ekspresi FAK dan p-
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FAK Tyr397 dengan indeks apoptosis termasuk kategori substansial (r2>0,67).
Hasil serupa juga didapatkan pada analisis hubungan aktivasi Racl dengan indeks
apoptosis, yaitu menunjukkan hubungan negatif yang bermakna tetapi dengan

keeratan hubungan moderat (0,67>r2>0,33) (gambar 5.14).
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Gambar 5.14 Hubungan antara indeks apoptosis dengan ekspresi FAK dan p-FAK
Tyr397 (A), serta aktivasi Racl (B). Data disajikan dalam rerata.
Tanda * menunjukkan p< 0,05. r2 menunjukkan keeratan hubungan antar
variabel terikat

o

AS

7y
-
.

126




"
<<
)
-
.

BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Afzelin menurunkan viabilitas sel MDA-MB-231

Pada penelitian ini, afzelin mampu menurunkan viabilitas sel MDA-MB-231
sesuai dengan hipotesis kerja. Pembuktian yang dilakukan adalah di tingkat
mitokondria dengan uji MTT. Pada metode MTT, garam tetrazolium, 3-(4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) secara aktif
diabsorbsi ke dalam sel dan tereduksi menjadi MTT-formazan oleh succinate
dehydrogenase yang terdapat pada mitokondria. Produk formazan terakumulasi di
dalam sel karena tidak dapat melalui membran. Penambahan DMSO mampu
melarutkan dan membebaskan formazan sehingga dapat dikuantifikasi secara
kolorimetrik. Oleh karena itu, pengujian dengan MTT tergantung pada respirasi
mitokondria termasuk integritas dan aktivitas mitokondria dan secara tidak
langsung mengukur kapasitas energi seluler suatu sel. Hal ini diinterpretasikan
sebagai pengukuran viabilitas sel (Riss et al., 2016).

Kemampuan afzelin dalam menurunkan viabilitas sel juga terbukti pada
beberapa jenis sel kanker lain yaitu sel kanker payudara dengan reseptor estrogen
positif (MCF-7) (Diantini et al., 2012) yang dibuktikan melalui uji MTT, serta sel
kanker prostat yang tergantung androgen (LNCaP) dan tidak tergantung androgen
(PC-3) yang dibuktikan melalui uji dengan water soluble tetrazolium salt (WST)-1
(Zhu et al., 2015). Kedua pembuktian tersebut (MTT dan WST-1) mempunyai
mekanisme dasar yang sama yaitu uji kolorimetrik berdasar pembentukan kristal
formazan (Yin et al.,, 2013). Metode jenis ini menghasilkan interpretasi bahwa
penurunan viabilitas sel akibat afzelin dapat merupakan hasil kumulatif dari

berbagai efek sitotoksik afzelin terhadap sel kanker. Efek sitotoksik mungkin
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menyebabkan kehilangan integritas membran, gangguan aktivitas metabolik
membran, gangguan adhesi monolayer dan penghentian sel pada berbagai tahap
siklus sel (Patravale et al., 2012).

Pada penelitian ini terbukti sel MDA-MB-231 mempunyai sensitivitas
sitotoksik yang lebih rendah terhadap afzelin dibandingkan dengan sel kanker lain
yang pernah diteliti. Hal ini ditunjukkan oleh perlu paparan afzelin hingga 800 pg/ml
untuk menghasilkan penurunan viabilitas sel yang bermakna dibanding kontrol
negatif. Selain itu, prediksi IC50 afzelin terhadap viabilitas sel lebih tinggi pada sel
MDA-MB-231 (992.33 ug/ml) dibandingkan dengan MCF-7 (98 pg/ml) (Diantini et
al., 2012), LNCaP (sekitar 10 pg/ml) dan PC-3 (sekitar 1 pg/ml) (Zhu et al., 2015).
Sensitivitas terhadap efek sitotoksik flavonoid pada tipe sel kanker payudara yang
berbeda juga dapat menunjukkan perbedaan. Sensitivitas MCF-7 (ER +) terhadap
sitotoksisitas flavonoid dapat lebih kuat dibanding pada MDA-MB-231, misalnya
paparan quercetin (Ranganathan, et al., 2015), kaempferol, 3,4’ dihydroxy flavone,
dan naringenin (Kim et al., 2008). Di sisi lain isorhamnetin, acacetin dan genkwanin
menurunkan viabilitas sel lebih baik pada MDA-MB-231 dibanding MCF-7 (Zhang
et al., 2018). Oleh karena itu, efek sitotoksik metabolit sekunder sangat mungkin
dipengaruhi oleh karakteristik metabolit sekunder tersebut dan karakteristik sel

kanker yang menjadi target.

6.2 Afzelin meningkatkan apoptosis pada sel MDA-MB-231

Pemeriksaan flow cytometry dengan marker Annexin V dan Pl mampu
mendemonstrasikan efek afzelin dalam memicu apoptosis pada sel MDA-MB-231,
sesuai dengan hipotesis kerja. Kemampuan afzelin ini juga dikonfirmasi pada sel
MCF-7 dan LNCaP berdasar peningkatan regulasi protein caspase (caspase-8,
caspase-9 dan caspase-3) dan poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP) paska 24

jam paparan afzelin (Diantini et al., 2012; Halimah et al., 2015), yang menunjukkan
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bahwa induksi apoptosis oleh afzelin melalui mekanisme yang tergantung
caspase.

Perbandingan efek afzelin terhadap apoptosis dengan viabilitas sel pada
MDA-MB-231 menunjukkan kecenderungan serupa dengan sedikit perbedaan,
yaitu paparan konsentrasi 400 pg/ml memberi peningkatan apoptosis yang
bermakna dibanding kontrol negatif tetapi viabilitas sel baru menurun bermakna
pada konsentrasi 800 ug/ml. Perbedaan ini berhubungan dengan target
pemeriksaan. Pada apoptosis, posisi phosphatydilserine berpindah dari bagian
dalam ke bagian luar membran sel akibat inaktivasi flipase dan aktivasi
scramblase, keduanya difasilitasi oleh caspase 3 dan 7 (Nagata et al., 2016).
Pengujian dengan Annexin V berdasar ikatan protein tersebut dengan
phosphatydilserine di permukaan sel, dengan kehadiran kalsium. Prinsip ini
berbeda dengan pengujian MTT yang berdasar pada reduksi oleh succinate
dehydrogenase (SDH), yang merupakan enzim kompleks rantai respirasi Il pada
permukaan dalam membran mitokondria. Awal proses apoptosis ditandai
perubahan pH yang menyebabkan disosiasi sub unit SDH-A dan -B dari membran
mitokondria, Disoasi ini tidak mempengaruhi kemampuan kompleks sub-unit SDH-
A/B, bahkan aktivitas kompleks sub-unit menjadi tidak terkontrol (Grimm, 2013).
Oleh karena itu, walaupun telah terjadi perpindahan phosphatydilserine, tetapi
mungkin aktivitas SDH masih mampu mereduksi MTT sehingga penurunan
viabilitas sel belum menurun secara bermakna.

Paparan afzelin konsentrasi 400 pg/ml mampu meningkatkan apoptosis
secara bermakna dibanding kontrol negatif, tanpa peningkatan nekrosis.
Sedangkan pemberian afzelin konsentrasi 800 pg/ml mampu meningkatkan
apoptosis 4,4 kali lipat dibanding dosis 400 pg/ml, namun disertai dengan
peningkatan nekrosis 4,8 kali lipat. Hasil ini menuntut interpretasi yang berhati-

hati. Pada kultur sel, nekrosis dapat berasal dari nekrosis primer yang merupakan
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nekrosis sel ab initio (sejak awal) dan/atau nekrosis sekunder yang terjadi saat sel
apoptotik tidak difagosit oleh sel scavenger sehingga berlanjut ke autolitik (Silva,
2010). Keduanya mempunyai dampak yang berbeda dalam penetapan
konsentrasi afzelin dalam konteks penghambatan metastasis sel MDA-MB-231.
Bila nekrosis yang terjadi pada paparan afzelin 800 pg/ml didominasi oleh nekrosis
sekunder, maka pemberian afzelin pada konsentrasi tersebut mampu menekan
pertumbuhan tumor primer selama sel scavenger in vivo adekuat. Tetapi bila
mayoritas tipe nekrosis primer maka paparan afzelin pada konsentrasi 800 pg/ml
akan berkontribusi pada terjadinya infiltrasi = sel inflamasi, terutama
monosit/makrofag (Su et al., 2015).

Keberadaan monosit pada lingkungan mikro tumor primer sangat mungkin
berdiferensiasi menjadi M2-like macrophage atau disebut juga tumor-associated
macrophage (TAM). Makrofag ini menyekresi sitokin anti-inflamatorik yang dapat
memprogram ulang lingkungan mikro imunosupresif dan memfasilitasi
perkembangan tumor dengan sekresi faktor angiogenik (Yang dan Zhang, 2017).
Di samping itu, infiltrasi makrofag di lingkungan mikro tumor meningkatkan risiko
terbentuknya struktur mikro-anatomis yang disebut tumor microenvironment of
metastasis (TMEM) (Chang et al., 2017; Karagiannis et al., 2017). Struktur ini
terdiri dari satu sel makrofag dan satu sel kanker di lokasi peri-vaskular (Robinson
et al., 2017) yang menjadi lokasi sel kanker memasuki aliran darah (Harney et al.,
2017), sehingga meningkatkan risiko intravasasi. Oleh karena itu, pendekatan
untuk membedakan nekrosis primer dan sekunder akibat paparan afzelin pada sel
MDA-MB-231 perlu diupayakan, misalnya dengan pengukuran aktivitas caspase
melalui pengamatan time-lapse pada sel tunggal dengan fluorescence resonance
energy transfer (FRET)-based active caspase detection probe dan DsRed
fluorescent protein yang menarget mitokondria (Lekshmi et al., 2017), atau

menambahkan stabilisator apoptosis pada sel kultur yang dapat menunda nekrosis
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sekunder sehingga apoptosis sempat terdeteksi (Sdnchez-Alcazar et al., 2015).
Walaupun demikian, induksi apoptosis juga tidak berarti tanpa efek yang tidak
diinginkan. Penelitian terakhir menunjukkan kemungkinan kontribusi apoptosis
terhadap metastasis melalui peningkatan ekspresi sitokin pro-inflamasi CXCL5
pada sel fagositik yang melakukan eferositosis (clearance sel apoptotik) (Jones et

al., 2017).

6.3 Afzelin menurunkan migrasi sel MDA-MB-231

Kemampuan afzelin menekan migrasi sel MDA-MB-231 terbukti melalui uji
scratch yang memodelkan pergerakan sel pada dua dimensi. Scratch wound
healing digunakan untuk pengamatan interaksi antar sel dan interaksi sel dengan
MES (Sullivan et al., 2011), karena dalam prosedur ini dilakukan perlukaan pada
sel monolayer yang melekat satu sama lain dan dengan dasar plate. Metode ini
juga dapat menjadi model migrasi directional karena sel membentuk protrusi ke
arah area goresan yang selnya telah dihilangkan (Molinie dan Gautreau, 2018).
Kemungkinan terjadinya pseudo migrasi sebagai efek proliferasi diminimalkan
dengan starvasi serum sebelum dan selama perlakuan dengan afzelin (Grada et
al., 2017).

Migrasi sel MDA-MB-231 pada uji scratch ini menunjukkan pola migrasi
yang hubungan antar sel-nya longgar, seperti halnya pada fibroblast (Liang, et al.,
2007). Pengujian migrasi dua dimensi dapat menjadi model pergerakan
mesenkimal pada sel MDA-MB-231 yang cenderung migrasi secara individual atau
streaming multiseluler (sel non-adherent yang bergerak melalui jalan yang sama)
pada in vivo (Clark dan Vignjevic, 2015).

Interpretasi hasil uji scratch ini dilakukan melalui dua pendekatan yaitu
dengan menghitung jumlah sel yang berpindah ke area goresan (Tantivejkul, et

al., 2003) dan mengukur area goresan yang tertutup sel setelah 24 dan 48 jam
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perlakuan afzelin (Cormier et al., 2015). Kedua pendekatan ini menunjukkan pola
yang serupa. Analisis lebih lanjut terhadap efek tiap konsentrasi afzelin, paparan
400 pg/ml menyebabkan peningkatan persentase area-tertutup sel yang
bermakna pada jam ke-48 dibandingkan jam ke-24. Sedangkan bila dianalisis
berdasar jumlah sel, konsentrasi tersebut mampu memperlambat migrasi yang
ditunjukkan oleh peningkatan yang tidak bermakna pada jam ke -48 dibanding jam
ke-24. Hal ini mungkin dapat dijelaskan oleh karena bentuk sel belum berubah tipis
dan memanjang seperti pada paparan 800 pg/ml sehingga penambahan sel pada
jam ke-48 masih menutupi area yang luasnya bermakna. Inhibisi migrasi sel MDA-
MB-231 oleh afzelin yang diamati melalui uji scratch  mungkin dapat menjadi
indikator potensi afzelin sebagai anti-metastatik in vivo (Adams et al., 2010; Choi
et al., 2014; Li et al., 2017).

Potensi afzelin terhadap modulasi migrasi sel baru pertama kali diujikan
pada penelitian ini. Tetapi seperti halnya apoptosis, hambatan migrasi oleh afzelin
diduga memiliki sensitivitas yang berbeda terhadap sel kanker lain. Pada dosis
rendah (20 umol/L), kaempferol yang merupakan senyawa inti afzelin merupakan
inhibitor poten migrasi dan invasi pada sel MDA-MB-231 tetapi efeknya lemah
pada non-TNBC (SK-BR-3 dan MCF-7) (Tian et al., 2018).

Analisis hubungan antara migrasi dengan apoptosis akibat paparan afzelin
terhadap sel MDA-MB-231 menunjukkan hubungan negatif yang substansial.
Walaupun sejumlah penelitian membuktikan berbagai metabolit mampu
menghambat migrasi dan meningkatkan apoptosis pada MDA-MB-231,
penjelasan tentang kemungkinan hubungan keduanya tidak selalu dibahas (Wang
et al., 2013; Majumder et al., 2019; Xie et al., 2019). Keluarga inhibitors of
apoptosis proteins (IAPs), yaitu cellular inhibitor of apoptosis protein (clAP)-1 dan
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), mampu meningkatkan migrasi sel

kanker (Oberoi-Khanuja et al., 2013), yang menunjukkan keterlibatan protein
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penghambat apoptosis pada regulasi peningkatan migrasi sel. Di sisi lain, migrasi
sel dapat terhambat melalui peran caspase efektor pada konsentrasi rendah, yang
mendukung apoptosis-independent migration (Gorelick-Ashkenazi et al., 2018).
Hambatan terhadap mekanisme pensinyalan Ras juga diduga menjembatani
hambatan migrasi dan peningkatan apoptosis (Tian et al., 2018). Pemahaman
hubungan apoptosis dan migrasi dapat memprediksi target protein yang
berkontribusi pada kemampuan afzelin dalam meningkatkan apoptosis sekaligus
menghambat migrasi sel MDA-MB-231, sebagai arah penelitian selanjutnya.
6.4 Afzelin menghambat pembentukan focal adhesion pada sel MDA-MB-
23I\jekanisme hambatan migrasi sel MDA-MB-231 oleh afzelin dikaji lebih
lanjut dalam hal efeknya terhadap pembentukan focal = adhesion (FA).
Imunofluoresens dengan antibodi anti-vinculin dan phalloidin - menunjukkan
paparan afzelin menghambat pembentukan focal adhesion secara kualitatif.

Adhesi berbasis integrin mendukung pergerakan sel melalui hubungan
tidak langsung dengan sitoskeleton aktin. Domain ekstrasel integrin berikatan
dengan motif sequence spesifik pada protein fibronektin yang digunakan sebagai
MES pada penelitian ini. lkatan integrin dengan ligand ekstrasel menginduksi
perubahan konformasi yang membuka ekor sitoplasmiknya, yang lalu memicu
ikatan dengan sitoskeleton aktin melalui kompleks multiprotein, adhesome
(Parsons, et al., 2010). Adhesome dapat berisi lebih dari 900 protein baik reseptor,
pensinyalan, sitoskeletal atau adaptor (Lawson dan Schlaepfer, 2012), dengan inti
sekitar 60 protein.

Vinculin yang digunakan sebagai penanda focal adhesion pada penelitian
ini merupakan protein linker bagian dari adhesome pada axis pensinyalan talin—
vinculin (Horton et al., 2015), yang perubahan konformasinya permanen (Owen et
al., 2005). Pada awal protrusi di leading edge sel, vinculin bergabung pada

nascent adhesions dan berikatan dengan kompleks Arp2/3 yang merupakan
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nukleator polimersasi aktin yang poten (Bays dan DeMali, 2017). Keberadaan
vincullin tetap bertahan saat nascent adhesion berubah menjadi bentuk yang lebih
matang (Atherton et al., 2016), sehingga dapat menjadi marker nascent adhesion,
focal complex, dan focal adhesion matang yang dalam penelitian ini semua jenis
adhesi ini disebut sebagai FA.

Pada penelitian ini, pengamatan protrusi sel dan FA terbatasi oleh
pembesaran mikroskop konfokal (40 X, dibanding ideal 100x) dan pewarnaan
immunofluoresens (phalloidin - pewarna actin) yang digunakan dalam pengamatan
mikroskop konfokal. Dalam pengamatan tidak bisa ditetapkan batas tegas lamella
dan lamellipodia yang menjadi pembeda lokasi tiap tipe kompleks adhesi. Nascent
adhesion atau FA tipe dot (0,2-0,5 um) terletak pada ujung lamellipodia. Seiring
dengan maturasi nascent adhesion menjadi focal complex (sekitar 1 um),
posisinya bergeser ke perbatasan lamellae - lamellipodia, dan maturasi lanjut
menjadi focal adhesion matang atau FA tipe dash (panjang 2-10 um dan lebar 0,5
pum) posisinya berada di lamellae (Owen et al., 2005). Selain itu adhesi yang
teramati mungkin merupakan kumpulan dari sejumlah FA dan dari tipe FA yang
berbeda (Kim dan Wirtz, 2013). Oleh karena itu dalam penelitian ini, FA
dideskripsikan secara kualitatif. Semakin tampak jelas area FA sel MDA-MB-231
dalam satu kelompok pengamatan, semakin banyak FA yang terbentuk.

Focal adhesion sel MDA-MB-231 pada kontrol negatif dan paparan afzelin
konsentrasi 100 w/ml berukuran lebih besar dan cenderung berada pada leading
edge sel dibandingkan paparan afzelin konsentrasi 400 dan 800 pg/ml. Hal ini
sesuai dengan pola hambatan migrasi sel pada konsentrasi 400 dan 800 pg/ml.
Pengamatan yang menarik terlihat pada paparan 200 pg/ml yaitu menurunnya FA
terlihat lebih samar namun pada pengamatan migrasi sedikit lebih tinggi dari
konsentrasi 100 pg/ml. Fenomena ini mungkin dapat dijelaskan hubungan ukuran

focal adhesion dengan kecepatan migrasi sel yang bifasik. Saat ukuran FA
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meningkat, kecepatan migrasi sel lebih tinggi, tapi saat ambang batas kecepatan
maksimum terlampaui maka kecepatan migrasi sel menurun seiring peningkatan
ukuran FA (Kim dan Wirtz, 2013b). Jadi, kemungkinan kecepatan migrasi sel MDA-
MB-231 pada kontrol negatif dan konsentrasi 100 pug/ml telah melewati ambang
batas kecepatan maksimum sedangkan pada 200 pg/ml belum sehingga walaupun
ukuran FA lebih kecil tetapi kecepatannya masih mendekati maksimum.

Pada paparan afzelin 400 dan 800 pg/ml, hambatan migrasi tidak hanya
dipengaruhi oleh hambatan pembentukan FA tapi juga mungkin berhubungan
dengan hambatan disassembly (pengbongkaran) sehingga sel tertahan di tempat.
Afzelin mungkin juga berefek spesifik terhadap deskriptor tertentu focal adhesion
(ukuran, jumlah, kepadatan permukaan dan bentuk). Penurunan jumlah sel yang
migrasi dan area-tertutup sel mungkin disebabkan oleh efek afzelin dalam
menurunkan kecepatan migrasi sel yang berhubungan dengan perubahan ukuran
dan bentuk focal adhesion. Perubahan bentuk focal adhesion juga dapat
menyebabkan penurunan jarak tempuh akhir dan persistensi migrasi (Kim dan
Wirtz, 2013a). Beberapa aspek efek afzelin terhadap focal adhesion ini perlu
pengamatan lebih lanjut.

6.5 Afzelin menghambat ekspresi  FAK dan bentuk teraktivasinya (p-
FAKTyr397) pada sel MDA-MB-231

Afzelin mampu menekan jumlah ekspresi FAK dan hasil aktivasi kinase-nya
(p-FAK Tyr397), yang dibuktikan melalui pemeriksaan Western blotting dan
diperkuat dengan analisis kuantitatif dengan piranti lunak ImageJ. Potensi afzelin
terhadap ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 pertama kali dibuktikan melalui
penelitian ini. Kemungkinan adanya variasi jumlah total protein yang di-loading
pada tiap sampel diminimalkan dengan uji konsentrasi protein total dengan
Nanodrop. Walaupun demikian metode ini memiliki keterbatasan karena belum

diikuti dengan konfirmasi dengan pewarnaan protein total (misal dengan Comassie
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blue) atau protein kontrol (misal aktin, tubulin, dan GAPDH), untuk normalisasi
hasil Western blotting (Li-cor Biosciences, 2015).

Bila dikaji berdasar fungsinya sebagai adapter protein pada FA, FAK berperan
mengintegrasikan sinyal biokimiawi dan mekanik antara bagian luar dan dalam sel,
sehingga meregulasi proses proliferasi, motilitas, diferensiasi, dan apoptosis sel
(Ciobanasu, et al., 2012). Peran penting FAK ini digunakan oleh sel kanker untuk
kepentingan survival-nya. Amplifikasi jumlah kopi gen fak dan peningkatan
berlebihan ekspresi FAK didapati pada pasien TNBC (Cance et al., 2000;
Golubovskaya et al., 2014) dan berbagai sel kultur kanker payudara (Taliaferro-
Smith et al., 2015). Kelainan regulasi FAK berhubungan dengan invasi limfe-
vaskular pada TNBC (Golubovskaya et al., 2014; Pan et al., 2019) dan penekanan
FAK dapat menginhibisi invasi sel TNBC (Taliaferro-Smith et al., 2015).
Kemampuan afzelin menurunkan ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397 diprediksi akan
menghasilkan hambatan invasi sel TNBC yang memiliki karakteristik serupa sel
MDA-MB-231.

Saat tidak terstimulasi, FERM berikatan dengan domain kinase sehingga FAK
tidak aktif dan dalam keadaan ter-autoinhibisi. Saat terstimulasi oleh sinyal
ekstrasel misalnya integrin atau reseptor faktor pertumbuhan, domain FERM
berubah konformasinya dan mengekspos domain kinase Kkatalitik sehingga
memfasilitasi auto-fosforilasi Tyr397. Residu Tyr397 terfosforilasi (p-Tyr397)
merupakan lokasi ikatan domain Src-homology 2 (SH2) dari Src. lkatan Src ke FAK
pada Tyr397 melepaskan autoinhibisi Src sehingga terjadi fosforilasi FAK lebih
lanjut pada residu asam amino downstream dari Tyr397, sehingga FAK teraktivasi
sepenuhnya. Interaksi ini mempertahankan FAK dan Src tetap aktif dan bekerja

sebagai kompleks kinase (Wen, 2012). Oleh karena itu, pada penelitian ini
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hambatan kerja kinase FAK terhadap Tyr397 oleh afzelin menjadi target, karena
dapat menghambat fungsi FAK secara keseluruhan.

Analisis hasil Western blotting mengindikasikan bahwa walaupun p-FAK
Tyr397 menurun akibat paparan afzelin tetapi kemungkinan disebabkan oleh
penurunan ekspresi FAK. Dugaan ini didasari oleh hubungan antara intensitas
relatif FAK dan p-FAK Tyr397 yang positif dan substansial, serta pada paparan
afzelin konsentrasi 800 pg/ml penurunan ekspresi FAK (terhadap kontrol negatif)
lebih tinggi dibanding penurunan p-FAK Tyr397. Sementara bila afzelin
menghambat kerja domain kinase melalui kompetisi dengan ATP, maka
penurunan p-FAK Tyr397 akan lebih tinggi dibanding penurunan ekspresi FAK dan
didukung oleh hubungan antara keduanya yang moderat atau bahkan lemabh.
Walaupun demikian, hipotesis kerja bahwa afzelin menurunkan aktivasi FAK pada
Tyr397 tetap diterima, dengan catatan bahwa mekanismenya mungkin secara
tidak langsung melalui hambatan ekspresi FAK.

Hasil penelitian lain yang menarik adalah p-FAK Tyr397 mengalami
peningkatan yang bermakna dibanding kontrol negatif pada perlakuan konsentrasi
400 pg/ml. Hal ini memunculkan dugaan bahwa pada konsentrasi ini terjadi
hambatan pembongkaran FA, sehingga terdapat p-FAK Tyr397 pada FA yang
baru terbentuk dan pada FA yang dihambat pembongkarannya, yang
menghasilkan total p-FAK Tyr397 yang lebih tinggi. Sesuai dengan migrasi sel
pada konsentrasi 400 pug/ml, penekanan migrasi mungkin disebabkan hambatan
pembongkaran FA. Peran afzelin pada fenomena ini dapat diobservasi lebih lanjut
pada inhibisi fosforilasi FAK Tyr925, yang berperan dalam pembongkaran FA
(Deramaudt et al., 2011). Fosforilasi Tyr925 membentuk binding-site untuk SH2
pada Grb2 yang memicu perekrutan dynamin ke FA untuk penguraian FA (Ezratty
et al.,, 2005). Selain itu, aktivasi Grb2 menyebabkan aktivasi Ras dan ERK2.

Aktivasi ERK2 menyebabkan fosforilasi FAK pada Ser910 yang menyebabkan
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penurunan ikatan paxilin dan akhirnya pelepasan FAK dari FA dan terjadi turn over
(Wendel dan Haier, 2011). Apabila afzelin menyebabkan hambatan jaras turn over
FA ini maka penurunan aktivasi/fosforilasi berbagai protein yang terlibat dapat
menjadi indikator.
6.6 Afzelin menghambat aktivasi Racl pada sel MDA-MB-231

Pada penelitian ini, paparan afzelin menyebabkan penekanan aktivasi
Racl dalam sel MDA-MB-231. Racl merupakan salah satu keluarga Rho-
GTPase, yang meregulasi re-organisasi actin dan fungsinya dalam proses seluler
seperti migrasi, adhesi, polaritas, dan transport membran sel. Seperti halnya
GTPase lain, Racl mengalami siklus antara dua bentuk konformasi, yaitu satu
berikatan dengan GTP (bentuk aktif) dan satu lagi berikatan dengan GDP (bentuk
tidak aktif). Dalam konformasi aktif, GTPase mengenali target protein dan
menghasilkan respon sampai hidrolisis GTP mengembalikan Racl ke kondisi tdak
aktif (Etienne-Manneville dan Hall, 2002). Prinsip ini digunakan oleh pengujian efek
afzelin terhadap aktivasi Racl melalui metode GLISA, yang digunakan dalam
penelitian ini. Racl yang teraktifkan (Rac1-GTP) akan berikatan dengan protein
efektor p21 activated kinase 1 (PAK), yang selanjutnya dideteksi oleh antibodi
primer monoklonal Racl dan antibodi sekunder (Cytoskeleton Inc, 2018).
Peningkatan konsentrasi afzelin sejalan dengan penurunan absorbansi Racl-
GLISA, dengan interpretasi bahwa jumlah Racl-GTPase teraktivasi menurun.

Pada TNBC, peningkatan ekspresi Racl berhubungan dengan peningkatan
invasi mesenkimal, metastasis dan prognosis buruk (Feng et al., 2014; Tsai et al.,
2015). Inhibisi aktivasi Racl dapat menghambat invasi TNBC (Morimura dan
Takahashi, 2011). Oleh karena itu, kemampuan afzelin menurunkan aktivasi sel
MDA-MB-231 mendukung prediksi kemampuan hambatan invasi.

Efek afzelin dalam menghambat fosforilasi efektor Rho-GTPase yaitu LIM

domain kinase 1 (LIMK1) dan protein pengaktivasi-nya (myotonic dystrophy
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kinase-related Cdc42-binding kinase-a (MRCKa), serta Rho-associated coiled-coll
containing protein kinase (ROCK)) telah dibuktikan pada kanker prostat yang
sensitif- (LNCaP) dan independen-androgen (PC-3) (Zhu et al., 2015). Tetapi efek
afzelin terhadap Racl, yang berperan dalam pembentukan protrusi membran
plasma dan lamellipodia pada migrasi sel MDA-MB-231 belum pernah dieksplorasi.
Sebagaimana efek flavonoid pada viabilitas sel kanker, efek flavonoid terhadap protein
migrasi pada tipe sel kanker yang berbeda sangat mungkin dipengaruhi oleh
karakteristik sel kanker, sehingga respon sel MDA-MB-231 terhadap afzelin mungkin
berbeda sensitivitasnya dibanding sel LNCaP dan PC-3.

Protein Racl meregulasi LIMK1 melalui ROCK1 dan p21 (RAC1) Activated
Kinase 1 (Pakl) (Sumi et al., 2001). LIMK teraktivasi akan memfosforilasi cofilin
sehingga tidak aktif. Hal ini memfasilitas pemanjangan lamelipodium melalui konversi
daya polimerisasi aktin ke pemanjangannya dengan cara menurunkan kecepatan
aliran retrograde aktin (Ohashi et al., 2011). Hambatan jaras sinyal
Rac1/ROCK1/Pak1/LIMK1/ actin depolymerizing factor (ADF)/cofilin menyebabkan
hambatan migrasi dan invasi pada sel kanker kolorektal (SW480) (Zhou et al., 2013).
Bila paparan afzelin pada sel MDA-MB-231 memiliki efek yang mirip dengan pada sel
kanker prostat, yaitu menghambat fosforilasi LIMK1, MRCKa, dan ROCK (Zhu et al.,
2015), maka mungkin selain menghambat aktivasi Racl afzelin dapat menghambat
protein migrasi pada downstream Racl. Efek tersebut mungkin dapat menjelaskan
hubungan Racl dan migrasi sel yang moderat dan faktor lain yang mempengaruhi
migrasi sel MDA-MB-231.

Aktivasi Racl melibatkan guanine nucleotide exchange factors (GEFs) dan di-
nonaktif-kan oleh GTPase-activating proteins (GAPs). Hambatan aktivasi Racl
oleh afzelin mungkin berhubungan dengan hambatan GEF Racl baik secara
langsung pada protein GEF atau melalui lokasi interaksi Racl dengan GEF,

misalnya downstream of CrK (DOCK180) (Danen, 2013), GEF-H1 (Gao et al.,
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2001), VAV (De et al.,, 2019) dan phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate-
dependent Rac exchange factor 1 (P-Rex1) (Marei dan Malliri, 2017). Hambatan
pada GEF-Racl jenis ini akan menekan aktivasi Racl, sehingga tidak terbentuk
kompleks dengan IRSp53 dan WASP-family verprolin-homologous protein
(WAVE)-2. Sebagai akibatnya Arp2/3 tidak teraktivasi sehingga pemanjangan F-
actin pada leading edge sel yang dibutuhkan untuk mendorong protrusi membran
akan terhambat (Kato et al., 2014).

6.7 Afzelin menghambat migrasi sel MDA-MB-231 melalui hambatan ekspresi
FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl

Mekanisme translasi rangsangan mekanik menjadi sinyal biokimiawi pada
migrasi sel secara dua dimensi berhubungan dengan peran FAK dan Racl (Bauer
et al.,, 2019). Pada paparan afzelin, peran ekspresi FAK terhadap migrasi sel
dibuktikan pada hasil analisis regresi yang positif dengan keeratan hubungan yang
moderat. Hubungan yang hanya moderat ini diduga mencerminkan pentingnya
aktivasi FAK untuk dapat terjadi migrasi sel, sehingga penurunan ekspresi FAK
tidak selalu sejalan dengan penurunan migrasi, Misalnya pada paparan afzelin
mulai 100 ug/ml telah terjadi penurunan migrasi dibanding kontrol negatif baik
dalam jumlah sel maupun area tertutup sel, sedangkan ekspresi FAK baru
menurun pada konsentrasi 800 pg/ml.

Analisis berikutnya menunjukkan p-FAK Tyr397 mempunyai hubungan
lemah dengan migrasi sel MDA-MB-231, dengan penurunan kuantitas p-FAK
Tyr397 yang tidak sebanding dengan penurunan migrasi sel pada paparan afzelin.
Misalnya pada paparan afzelin konsentrasi mulai 400 ug/ml telah terjadi hambatan
jumlah sel migrasi dalam 24 jam yang berbeda bermakna dibanding kontrol
negatif, bahkan berdasar area tertutup sel hambatan tersebut telah terjadi sejak
konsentrasi 100 pg/ml. Sedangkan bila dikaji dari intensitas relatif p-FAK Tyr397,

pada afzelin 400 pg/ml terjadi peningkatan yang bermakna dan kemudian pada
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800 upg/ml baru terjadi penurunan yang bermakna dibanding kontrol negatif.
Fenomena lemahnya hubungan antara migrasi dan p-FAK Tyr397 diduga terjadi
melalui beberapa hipotesis yaitul) afzelin menghambat pada fosforilasi FAK pada
lokasi selain Tyr397, 2) afzelin mempengaruhi mekanisme pembongkaran FA
yang berdampak pada hambatan inaktivasi FAK (mekanisme ini telah diuraikan
pada sub bab 6.4), 3) afzelin menghambat lokasi scaffold melalui mekanisme yang
independen fosforilasi, 4) afzelin menghambat protein migrasi yang berada pada
downstream dari FAK.

Focal adhesion kinase memfasilitasi migrasi sel melalui dua fungsinya yaitu
sebagai enzim kinase dan sebagai scaffold protein. Afzelin mungkin dapat
menghambat migrasi melalui hambatan fungsi enzimatik dari FAK walaupun tidak
melalui Tyr397. Hal ini karena setelah autofosforilasi Tyr397 diperlukan interaksi
dengan Src dan kemudian kompleks FAK-Src harus memicu serangkaian
fosforilasi berikutnya (Tyr 576, Tyr577, Tyr861) sehingga FAK teraktivasi
sepenuhnya (Marlowe et al., 2019). FAK memiliki 25 lokasi fosforilasi (15 serin, 5
threonin dan 5 tirosin) dan 10 lokasi telah diketahui fungsinya (Grigera et al., 2005).
Oleh karena itu, walaupun afzelin terbukti tidak menghambat fosforilasi Tyr397
tetapi tidak menutup kemungkinan afzelin berkompetisi dengan ATP pada lokasi
fosforilasi lain atau menginhibisi lokasi allosterik dalam aktivasi FAK, sehingga
menghambat fungsi FAK sebagai enzim.

Afzelin juga mungkin menginhibisi scaffold pada FAK melalui mekanisme
yang independen fosforilasi. Domain C-terminal FAT dan proline-rich menyediakan
binding motif untuk protein yang mempunyai domain SH3, misalnya Cas, GRAF
dan ASAP1. Ketiganya berperan dalam pengorganisasian sitoskeleton untuk
migrasi sel (Wendel dan Haier, 2011; Zhao dan Guan, 2011). Bila afzelin
menghambat lokasi scaffold pada FAK, efek yang ditimbulkan dapat berupa

hambatan migrasi sel.
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Analisis hubungan ekspresi FAK, p-FAK Tyr397, aktivasi Racl dengan
migrasi sel memunculkan prediksi target kerja afzelin dalam hambatan migrasi
pada sel MDA-MB-231. Berdasar hubungan antara migrasi sel dengan ekspresi
FAK yang moderat dan dengan p-FAK Tyr397 yang lemah, target kerja afzelin
dalam hambatan migrasi diduga pada upstream dari ekspresi FAK dan atau
downstream dari fosforilasi FAK Tyr397. Berdasar hubungan antara Racl dengan
migrasi sel yang menunjukkan hubungan yang substansial, afzelin mungkin
menarget protein upstream dari Racl atau langsung menarget aktivasi Racl.
Selain itu dari hubungan antara Racl dengan ekspresi FAK (moderat rendah) dan
p-FAK Tyr397 (lemah) target kerja afzelin patut diduga ada di jaras sinyal aktivasi
Racl yang independen FAK atau juga langsung pada Racl sendiri. Dengan
demikian, target kerja afzelin- dalam hambatan migrasi sel MDA-MB-231 dapat
berada pada upstream dari ekspresi FAK dan downstream dari aktivasi FAK
Tyr397 hingga aktivasi Racl.

Pada tumor payudara invasif, peningkatan kopi gen FAK sering ditemukan.
Tetapi peningkatan kopi gen FAK tidak selalu diikuti dengan peningkatan protein
FAK, sehingga diduga ada keterlibatan modulator ekspresi FAK (Yom et al., 2011).
Penurunan ekspresi FAK mungkin disebabkan oleh efek afzelin dalam
menghambat modulator ekspresi FAK. Regulasi ekspresi FAK belum banyak
diketahui. Pada tahap transkripsi, peningkatan ekspresi argonaute (AGO)-2,
polyomavirus enhancer binding protein (PEA)-3, Nanog dan N-myelocytoma (N-
MYC) memicu ekspresi FAK, melalui perannya sebagai faktor transkripsi yang
mengaktifkan promoter FAK (Beierle et al., 2007; Yom et al., 2011; Naser et al.,
2018). Kerja p53 dapat dihambat oleh FAK, tapi di sisi lain p53 bersama NF-kB
meregulasi transkripsi FAK (Golubovskaya et al. , 2004).

Penekanan aktivasi Racl pada hasil penelitian ini juga bisa terjadi bila

afzelin mampu menghambat protein yang berada pada sinyal transduksi yang
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menghubungkan aktivasi FAK dan aktivasi RAC1. Aktivasi FAK mengaktifkan jaras
sinyal PI3K/PIP3/VAV, dengan VAV yang berperan sebagai GEF-Racl (Lien et al.,
2017). Selain itu, FAK juga mengaktivasi jaras p130Cas/Crk/Dock180/ engulfment
and cell motility (ELMO1), dengan kompleks DOCK180/ELMO1 bekerja sebagai
GEF untuk Racl (Danen, 2013).

Penurunan aktivasi Racl juga mungkin disebabkan oleh kerja afzelin
menghambat jaras pensinyalan aktivasi Racl yang independen FAK. Racl dapat
teraktivasi tanpa melalui FAK. Misalnya pada ligasi ICAM1, aktivasi MUC-1
memicu respon sinyal Src/Crk/Racl pro-migrasi (Shen et al., 2008). Jaras sinyal
lainnya adalah melalui tiga protein mediator sinyal integrin yaitu integrin-linked
kinase (ILK), particularly interesting Cys-His-rich protein (PINCH) dan parvin yang
membentuk komplek heterotrimerik. 3-Parvin berikatan dengan protein a-actinin
dan GEF a-PIX yang memicu spreading sel yang dependen pada Racl (Legate et
al., 2006; Lawson dan Burridge, 2014).

6.8 Afzelin meningkatkan apoptosis sel MDA-MB-231 melalui hambatan
ekspresi FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl

Pada paparan afzelin terhadap sel MDA-MB-231 pada penelitian ini,
ekspresi FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl berhubungan negatif dengan
keeratan substansial (untuk FAK dan p-FAK Tyr397) dan moderat (untuk Racl)
dengan indeks apoptosis, yaitu peningkatan apoptosis berhubungan dengan
penurunan ekspresi FAK, p-FAK Tyr 397 dan aktivasi Racl. Keeratan hubungan
dalam analisis mendukung prediksi bahwa FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl
berkontribusi terhadap kejadian apoptosis.

Focal adhesion kinase berperan penting dalam regulasi survival sel kanker
yang melibatkan kompleks pensinyalan berbagai protein onkogenik, seperti EGFR,
HER-2, hepatocyte growth factor receptor (MET dikodekan oleh c-Met) dan Src,

dan protein supresor tumor seperti TP53 dan NF-1 (Cance et al., 2013). Hubungan
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FAK dengan apoptosis difasilitasi oleh scaffold FAK yang mampu melakukan
sequestrasi. Dalam model ini, FAK mengikat dan menon-aktifkan protein pro-
apoptotik, termasuk p53, RIP, dan NF-1, sehingga menghambat fungsi induksi
apoptosis pada sel kanker (Cance dan Golubovskaya, 2008). Penghambatan p53
oleh FAK juga terjadi di nukleus. Pada nukleus, domain FERM berikatan dengan
p53 dan lalu berikatan dengan Mdmz2, yang menyebabkan degradasi p53 melalui
ubiquitinisasi dan Mdm2-mediated proteasomal. Penurunan p53 nukleus
menghalangi fungsinya sebagai faktor transkripsi untuk protein survival, misalnya
p21, GADD-45, Bax, dan Mdm2 (Wen, 2012).

Pada sel MDA-MB-231, hubungan resistensi terhadap apoptosis dengan
ekspresi FAK mungkin tidak melalui kemampuan sequestrasi p53 oleh FAK. Hal
ini karena p53 pada sel ini telah mengalami mutasi missense pada exon 9 — kodon
280 dan mengalami over ekspresi. Over ekspresi p53 mutan umumnya
menyebabkan peningkatan fungsi (gain of function), dengan akumulasinya yang
tinggi intra nukleus dan perannya sebagai faktor transkripsi protein survival dan
tumorigenesis (Gartel et al., 2002; Mirzayans et al., 2012). Ekspresi p53 mutan
sebanding dengan ekspresi FAK pada pasien kanker payudara. Pada kondisi wild
type, p53 dapat berikatan dengan area promoter FAK dan menekan aktivasinya.
Sedangkan p53 mutan tidak berikatan dengan promoter FAK sehingga tidak
menghambat ekspresi FAK (Golubovskaya et al., 2008, 2009). Oleh karena itu
kemampuan afzelin menurunkan ekspresi FAK tidak menyebabkan peningkatan
pro-apoptotik p53 mutan.

Hubungan antara FAK dengan apoptosis pada paparan afzelin mungkin
dijembatani oleh protein anti-apoptotik downstream dari p53. FAK berperan dalam
aktivasi jaras survival Akt yang mengaktivasi keluarga IAP (Sonoda et al., 2000)
dan dalam aktivasi protein Bcl2 (Matter dan Ruoslahti, 2001). Inhibisi FAK dan

PYK2 secara simultan dengan Bcl-XL yang merupakan keluarga Bcl2, dapat
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meningkatkan apoptosis (Yoon et al., 2014). Bila afzelin menghambat keluarga
protein anti-apoptotik ini, maka afzelin dapat menginduksi apoptosis pada sel
dengan mutasi p53.

Fungsi inhibisi FAK selain berhubungan dengan peningkatan akumulasi
FAK dalam nukleus, juga akumulasi dalam nukleolus. Pada nukleolus, FAK
berikatan dan melindungi nukleostemin, marker cancer stem cell (CSC) dari
degradasi yang diinduksi stress. Agresivitas tumor berhubungan dengan
peningkatan jumlah dan ukuran nukleolus, yang mungkin menjelaskan peran FAK
dalam survival sel kanker (Kleinschmidt dan Schlaepf, 2017). Efek afzelin dalam
penghambatan ekspresi FAK mungkin menghalangi interaksi FAK dengan p53 dan
protein downstream-nya sehingga protein pro-apoptotik tersebut dapat
menjalankan fungsinya, serta menghambat perlindungan terhadap nukleostemin
sehingga sifat stemness dari sel MDA-MB-231 dihambat dan resistensi terhadap
apoptosis menurun. Kemungkinan lainnya adalah afzelin menduduki lokasi ikatan
p-53 atau Mdm2 pada domain FERM FAK, sehingga menghalangi induksi
degradasi p53 oleh FAK.

Selain mengatasi hambatan protein apoptotik oleh FAK, afzelin juga
mungkin menghalangi kerja sama antara FAK dengan GFR, yang independen
terhadap aktivitas kinase FAK dan hanya menggunakan kemampuan scaffolding
FAK (Kleinschmidt dan Schlaepf, 2017).. Dengan demikian, jaras survival sel
melalui ERK dan AKT (disebut juga PI3K) dapat terhambat (Golubovskaya et al.,
2002).

Apoptosis sel MDA-MB-231 akibat paparan afzelin juga berhubungan
negatif dengan aktivasi Racl, yaitu seiring peningkatan dosis afzelin apoptosis sel
meningkat sedangkan aktivasi Racl menurun. Peningkatan ekspresi Racl
menyebabkan hambatan apoptosis, melalui interaksinya dengan Pakl yang

kemudian mengaktifkan Akt. Sinyal Racl/Pak1l/Akt mengaktivasi fosforilasi Bad,
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keluarga anti-apoptotik B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), B-cell lymphoma extra large
(Bcl-XL) (serta penurunan regulasi cyclin D1, survivin, dan XIAP (Zhang et al.,
2004; Yoshida et al., 2010; De et al., 2019). Oleh karena itu kemampuan afzelin
menghambat aktivasi Racl akan menekan peran Racl dalam resistensi apoptosis.

Hubungan antara FAK, p-FAK Tyr397, dan Racl dengan apoptosis pada
paparan afzelin, juga dapat terjadi dua arah (Cance et al., 2013; Thomas et al.,
2015) (gambar 6.1). Walaupun penjelasan dalam sub bab ini didominasi oleh
kemungkinan mekanisme FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl mempengaruhi
apoptosis tetapi tidak menutup kemungkinan apoptosis menyebabkan penurunan
ekspresi FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl. Stimulus apoptosis memicu
terjadinya MOMP yang memfasilitasi pelepasan sitokrom-c dari ruang
intermembran mitokondria ke sitosol. Peristiwa ini menyebabkan pembentukan
apoptosome yang mengaktivasi caspase 9 dan efektornya yaitu caspase
zymogen. Caspase efektor memecah ratusan substrat yang menyebabkan
kematian sel (Elmore, 2007a). Splicing pre-mRNA dan ekspor RNA nukleus
dihambat, sehingga sintesis protein baru juga terhambat. Peristiwa ini mungkin
terjadi melalui perubahan faktor inisiasi translasi, termasuk pemecahan elF4G dan
fosforilasi elF2a, Selain itu, pada awal apoptosis terjadi kerusakan mRNA bahkan
sebelum scramble lipid membran dan fragmentasi DNA. Kerusakan mRNA
tergantung pada MOMP dan meningkat seiring dengan aktivasi caspase (Thomas
et al.,, 2015). Pada penelitian ini, aktivasi caspase dan MOMP dalam proses
apoptosis mungkin menyebabkan kerusakan mRNA dan pemecahan FAK dan
Racl sehingga jumlah FAK, p-FAK Tyr397 dan aktivasi Racl menurun, sekaligus
menjelaskan hubungan positif antara ketiga protein tersebut dengan apoptosis sel
pada paparan afzelin.

Fakta yang menarik dari penelitian ini yaitu pada paparan afzelin

konsentrasi tertentu terjadi fluktuasi kuantitias variabel terikat dibandingkan
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dengan konsentrasi yang lebih rendah. Paparan afzelin konsentrasi 200 ug/ml
menunjukkan peningkatan kembali dibanding konsentrasi 100 ug/ml baik pada
migrasi maupun aktivasi Rac1. Hasil lainnya pada dosis 400 ug/ml menunjukkan
peningkatan kembali pada viabilitas sel dibanding konsentrasi 100 dan 200 pg/ml.
Walaupun demikian dua hasil tersebut tidak berbeda bermakna dan masih lebih
rendah dari kontrol negatif. Fenomena serupa dapat dijumpai pada paparan
metabolit sekunder tunggal, misalnya pada vitamin C yang pada dosis tinggi
menghambat sedangkan pada dosis rendah meningkatkan migrasi dan invasi dua
jenis sel TNBC yaitu Bcap37 dan MDA-MB-453. Hal ini diduga karena efek
penghambatan memerlukan akumulasi metabolit aktif yang bisa mengatasi kerja
sodium vitamin C transporter 2 (SVCT2) yang membawa vitamin C ke
ekstraseluler. Selain kemungkinan mengalami hal yang serupa, fluktuasi pada efek
afzelin mungkin menunjukkan bahwa konsentrasi afzelin yang berbeda akan
mempengaruhi kuantitas dan jenis protein yang berinteraksi sehingga jumlah dan
jenis sinyal transduksi yang dipengaruhi juga berbeda. Hasil ini menunjukkan
perlunya eksplorasi dosis efektif yang lebih detil bila afzelin digunakan untuk

penghambat migrasi dan atau pemicu apoptosis.
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Gambar 6.1 Model hubungan antar variabel terikat dalam efek afzelin terhadap sel
MDA-MB-231. Kotak dengan warna tertentu menunjukkan target analisis
hubungan. Tanda panah menunjukkan arah analisis hubungan, dengan
warna tertentu merujuk pada variabel yang dipengaruhi (sesuai dengan
kajian referensi). Tanda dengan dua mata panah menunjukkan hubungan
antar variabel mungkin berlaku dua arah. Angka dalam kotak pada tanda
panah menunjukkan keeratan hubungan (r?) antara dua variabel, angka
negatif menunjukkan hubungan yang berkebalikan, dan tanda bintang
menunjukkan hubungan bermakna (p<0.05).

Penggunaan afzelin secara in vivo memerlukan perhatian khusus untuk
memastikan bioavailabilitasnya. Sebagaimana flavonoid glikosida secara umum,
afzelin akan dimetabolisme oleh flora normal enterik menjadi bentuk aglikon bila
diberikan per oral. Bentuk flavonoid aglikon juga akan dimetabolisme lebih lanjut,
berupa pemecahan cincin C (C-ring fission) menjadi dua produk fenolik yang lebih
kecil (Bruneton, 2013). Oleh karena itu, pengembangan afzelin sebagai terapi anti

kanker juga harus diikuti dengan pertimbangan sediaan dan cara pemberian, serta

pengembangan derivat afzelin yang stabil pada in vivo, dengan tetap
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kemampuan hambatan migrasi dan induksi apoptosis.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

7.1.1 Kesimpulan Khusus

Berdasarkan hasil penelitian ini, kesimpulan yang didapat adalah

1. Afzelin menurunkan viabilitas sel kanker payudara MDA-MB-231 dengan
IC50 992.33 pg/ml, yang dibuktikan melalui uji MTT.

2. Afzelin meningkatkan apoptosis sel kanker payudara MDA-MB-231, yang
dibuktikan melalui flow cytometry dengan penanda Annexin V dan PI.

3. Afzelin menurunkan migrasi sel kanker payudara MDA-MB-231, yang
dibuktikan dalam uji scratch wound healing.

4. Afzelin menurunkan pembentukan focal adhesion pada sel kanker
payudara MDA-MB-231, yang dibuktikan melalui pewarnaan
immunofluoresens dengan antibodi vinculin dan phalloidin.

5. Afzelin menurunkan aktivasi FAK pada sel kanker payudara MDA-MB-231,
yang dibuktikan melalui metode Western blotting.

6. Afzelin menurunkan aktivasi Racl pada sel kanker payudara MDA-MB-
231, yang dibuktikan melalui metodi Racl GLISA.

7. Afzelin menurunkan migrasi sel kanker payudara MDA-MB-231, melalui
penurunan aktivasi FAK dan Racl.

8. Afzelin meningkatkan apoptosis sel kanker payudara MDA-MB-231,

melalui penurunan aktivasi FAK dan Racl.
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7.1.2 Kesimpulan Umum

Penghambatan metastasis pada TNBC merupakan suatu tantangan.
Penelitian efek afzelin terhadap migrasi dan apoptosis sel MDA-MB-231 ini
menjadi upaya untuk mendapatkan kandidat obat dengan spesivisitas dan
selektivitas dan efek samping minimal yang dapat menjadi pilihan dalam terapi
TNBC. Penelitian ini membuktikan untuk pertama kalinya, bahwa afzelin
menurunkan viabilitas, menghambat migrasi, dan meningkatkan apoptosis sel
MDA-MB-231. Hambatan migrasi yang timbul selain disebabkan oleh efek
langsung terhadap mekanisme migrasi, diduga juga terjadi karena kontribusi
peningkatan apoptosis dan penurunan viabilitas sel MDA-MB-231.

Afzelin berefek pada hambatan pembentukan focal adhesion yang
merupakan komponen dari adhesi sel maupun kontraktilitas stress fiber dalam
mekanisme migrasi. Dugaan bahwa afzelin menyebabkan hambatan aktivasi
protein yang berperan kunci dalam modulasi migrasi sel, yaitu Racl dan FAK,
terbuktikan dalam penelitian ini. Analisis antara kuantitas ekspresi FAK (FAK total)
dan p-FAK Tyr397 tersebut berhubungan secara substansial, yang menimbulkan
dugaan bahwa penurunan kuantitas bentuk teraktivasi FAK oleh afzelin
disebabkan karena penekanan ekspresi FAK, bukan karena penghambatan
aktivitas kinase FAK. Penurunan aktivitas Racl menunjukkan hubungan yang
lemah dengan penurunan ekspresi FAK dan p-FAK Tyr397, sehingga terdapat
kemungkinan target kerja afzelin berada pada lokasi fosforilasi pada FAK selain
Tyr397 atau bahkan independen terhadap FAK.

Peningkatan apoptosis oleh afzelin berhubungan kuat dengan penurunan
ekspresi FAK, p-FAK-Tyr397 dan aktivasi Racl. Hubungan ini dapat dianalisis dua
arah, yaitu afzelin menghambat kerja FAK dan Racl dalam me-nonakitif-kan

protein pro-apoptosis dan meningkatkan protein anti-apoptosis, atau peningkatan
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apoptosis oleh afzelin menyebabkan pemecahan mRNA dan protein FAK dan
Racl.

Bila dianalisis secara keseluruhan maka afzelin memberikan hambatan
migrasi yang lebih kuat (konsentrasi 400 (33,3%) dan 800 (56,876%))
dibandingkan dengan induksi apoptosis (konsentrasi 400 (7,287%) dan 800
(31,973%)). Dari hasil tersebut, afzelin lebih cenderung berpotensi sebagai agen
migrastatik, yaitu substansi yang mengintervensi berbagai cara invasi dan

metastasis sel kanker.

7.2 Saran
Berdasar analisis hasil penelitian ini, saran untuk langkah selanjutnya adalah

e Penelitian lanjutan terhadap jenis nekrosis yang diinduksi oleh afzelin untuk
memberikan informasi dalam penetapan konsentrasi afzelin yang dapat
memicu apoptosis dengan risiko induksi invasi dan metastasis yang
minimal.

e Eksplorasi terhadap kandidat lain target kerja afzelin yang berperan dalam
hambatan migrasi dan apoptosis, yang mungkin terdapat pada lokasi
fosforilasi FAK selain Tyr397, sinyal transduksi yang menghubungkan
aktivasi FAK Tyr397 hingga aktivasi Racl, protein yang berperan terhadap
ekspresi FAK, dan sinyal transduksi pada hilir aktivasi Rac1l.

e Penelitian lanjut juga perlu dilakukan pada sel yang bertahan hidup saat
paparan afzelin, terutama untuk mengetahui apakah sel tersebut dorman
(reversibel) atau senescence, apakah terjadi peningkatan resistensi
apoptosis, dan apakah terjadi peningkatan kemampuan migrasi

o Kemungkinan terjadinya efek bifasik pada paparan afzelin juga
memerlukan penelitian lebih lanjut, untuk memastikan apakah konsentrasi

tertentu menyebabkan kembali peningkatan migrasi atau apoptosis.
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Dengan demikian dapat ditetapkan konsentrasi yang digunakan pada
penelitian in vivo.

o Eksplorasi efek afzelin terhadap jenis TNBC lain dengan karakteristik
berbeda dari sel MDA-MB-231, untuk mendapatkan gambaran TNBC yang
mendapatkan manfaat terbesar dari paparan afzelin.

¢ Informasi yang didapat akan lebih lengkap bila afzelin juga diujikan pada
hewan coba karena memberi informasi perilaku afzelin dalam lingkungan

multi jaringan dan organ.
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LAMPIRAN 3:
CARA PENGHITUNGAN JUMLAH SEL YANG MIGRASI

Menandai tepi area scratch dengan garis hitam (dengan piranti lunak ‘paint’),
Mengeplot garis yang sama untuk gambar jam ke-24 dan ke-48

Buka gambar di piranti lunak ImageJ

Klik ‘multipoint’

Klik ‘edit’ = ‘options’ ->’point tools’

[=] Point Tool

Type: Hybrid -
Color:  |vellow -
Size: =

¥ Label points

ok wdE

[ Show on all slices

Counter: 0 -

5

ok | cancel| Heip |

6. Kilik sel yang teridentifikasi pada gambar. Sel yang terpilih akan tertandai.

Jumlah sel yang tertandai akan Tampak pada ‘Counter” di Point tools.
i . NS A e

NN

O\

s s :
% < ; ]

AS

7y
-
.
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LAMPIRAN 4:
CARA PENGHITUNGAN AREA TERTUTUP SEL

Membuka gambar yang akan dianalisis pada ImageJ
Ubah menjadi 8-bit, ‘image’ > ‘type’ > ‘8 bit’

Klik ‘proses’> ‘find edges’

Klik ‘analyze’ - ‘set measurement’ - ‘area’

MRI wound healing tool |E|m| | | | | |:B’

Klik kanan ‘m’ - lakukan pengaturan
# 0 Wound Healing Tool Opti

varianee filter radius |1

0
threshold 50
4

radius open
min. size 10000

ignore spatial calibration

bR

2

0K Cancel

7. Klik kiri ‘m’

8. Hitung jumlah total area yang teridentifikasi pada area goresan.

T Results = =
2 File Edit Font Results
< ‘Label |Area | -
= 1 Str C1hdBw tif 0001-0508 77222
_f‘ 2 Str C1h4B8w tif: 0002-0482 131672
i 3 Str C1hdBw tif 0003-0558 67885
- 4 Str C1h4B8w tif: 0004-0578 24949
z
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LAMPIRAN 5:

CARA PENGHITUNGAN DENSITAS PITA WESTERN BLOTTING

vk wnN e

Gambar scan hasil western blotting dimuat pada Imagel.

Gambar di inverted > Edit =2 invert

Gunakan tool box, pilih pita yang akan dikuantifikasi

Pilih & analyze 2set measurement - cek area dan integrated density
Pilih = analyze 2 measure

[Hfe RESUILs- 1 — T e
File Edit Font

|Lanel |area [stdDev [intDen  [RawintDen &
1 FAK1uanganjpg 2635 6.161 182075 182075

-

] [+]

Gunakan box yang sama untuk memilih pita berikutnya (besarnya area harus sama)
Data disimpan dalam excel. Intensitas protein tiap band adalah yang tertera pada
kolom IntDen.

Ulangi lagi dari awal untuk band yang sama. Hasil yang didapat adalah tiga kali
pengulangan dalam penghitungan integrated density.

Hasil intersitas protein dikonversi menjadi rasio terhadap kontrol negatif.
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LAMPIRAN 6:

UJI STATISTIKA UNTUK HASIL UJI VIABILITAS SEL

1. Data
KELOMPOK
Kontrol medium | Kontrol sel Kontrol Afzelin Afzelin Afzelin Afzelin
pelarut 100 pg/ml | 200 pg/ml | 400 pg/ml | 800 pg/ml
0.08 0.262 0.289 0.2650 0.2990 0.2720 0.1890
0.406 0.348 0.3060 0.2740 0.2640 0.2310
0.339 0.362 0.2540 0.2190 0.3000 0.2400
Rata-rata 0.3238 0.3264
Sel viabel adalah =(OD perlakuan -0.08)/(0.3238-0.08) x 100%
85.73 75.88 89.83 78.75 44.71
Sel viabel (%) 109.93 92.70 79.57 75.47 61.94
115.67 71.37 57.01 90.24 65.63

2. Homogenitas data : Homogen karena p>0.05
Test of Homogeneity of Variances

3. Normalitas data : Normal karena p > 0.05

Viabilitas sel

Levene Statistic dfl

df2 Sig.

2.136

4 10 .151

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized
Residual

N 18
Normal Parameters®® Mean .0000000
Std. Deviation 11.28682596

Most Extreme Differences  Absolute .175
Positive .120

Negative -.175

Test Statistic .175
Asymp. Sig. (2-tailed) .149¢

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
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4. Deskriptif

Viabilitas sel
95% Confidence Interval for
Std. Std. Mean
N Mean Deviation Error | Lower Bound | Upper Bound | Min Max
0 3 99.8800| 2.73512| 1.57912 93.0856 106.6744 | 96.75| 101.81
50 3 82.5833| 9.71968| 5.61166 58.4383 106.7284( 71.37| 88.60
100 3 79.9833 | 11.24145| 6.49026 52.0580 107.9086( 71.37| 92.70
200 3 75.4700| 16.78975| 9.69356 33.7620 117.1780( 57.01| 89.83
400 3 81.4867| 7.75598 | 4.47792 62.2197 100.7536 | 75.47| 90.24
800 3 57.4267 | 11.16643| 6.44694 29.6877 85.1656 | 44.71| 65.63
Total | 18 79.4917| 15.69450| 3.69923 71.6870 87.2964 | 44.71| 100.00
5. Perbedaan rerata antar kelompok: berbeda bermakna (p<0.05)
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2762.643 4 690.661 5.750 .011
Within Groups 1201.182 10 120.118
Total 3963.825 14

6. Rerata antar kelompok yang berbeda bermakna
Dependent Variable: Viabilitas sel

Tukey HSD
(1) ) Mean 95% Confidence Interval
Perlakuan  Perlakuan Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
0 100 19.89667 8.94868 .246 -9.5542 49.3475
200 24.41000 8.94868 119 -5.0408 53.8608
400 18.39333 8.94868 .309 -11.0575 47.8442
800 42.45333" 8.94868 .005 13.0025 71.9042
100 0 -19.89667 8.94868 .246 -49.3475 9.5542
200 4.51333 8.94868 .985 -24.9375 33.9642
400 -1.50333 8.94868 1.000 -30.9542 27.9475
800 22.55667 8.94868 .161 -6.8942 52.0075
200 0 -24.41000 8.94868 119 -53.8608 5.0408
100 -4.51333 8.94868 .985 -33.9642 24,9375
400 -6.01667 8.94868 .958 -35.4675 23.4342
800 18.04333 8.94868 .325 -11.4075 47.4942
400 0 -18.39333 8.94868 .309 -47.8442 11.0575
100 1.50333 8.94868 1.000 -27.9475 30.9542
200 6.01667 8.94868 .958 -23.4342 35.4675
800 24.06000 8.94868 126 -5.3908 53.5108
800 0 -42.45333" 8.94868 .005 -71.9042 -13.0025
100 -22.55667 8.94868 .161 -52.0075 6.8942
200 -18.04333 8.94868 .325 -47.4942 11.4075
400 -24.06000 8.94868 126 -53.5108 5.3908

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 7:
UJI STATISTIKA UNTUK HASIL UJI APOPTOSIS

UNIVERSITAS

1. DATA
An/PI (-) An(+)/PI(-) An(+)/PI(+) An(-)/PI(+)
viabel Apoptosis Apoptosis akhir Nekrosis
awal
Kontrol 94.73 3.71 0.94 0.62
negatif;Ka
Kb 94.97 3.36 0.94 0.73
Kc 94.93 3.40 0.84 0.84
1a(100) 96.32 2.12 1.21 0.35
1b 95.27 2.98 1.33 0.41
1c 95.37 3.08 1.14 0.59
2a (200) 96.48 1.86 1.00 0.66
2b 94.40 3.53 1.37 0.70
2c 93.97 3.95 1.45 0.63
3a (400) 92.11 5.35 1.92 0.62
3b 91.36 5.48 2.60 0.56
3c 92.93 4.70 1.81 0.56
4a (800) 64.71 12.28 20.62 2.49
4b 65.98 12.37 19.78 1.86
4c 65.21 10.28 20.59 3.92
2. Uji Normalitas Data
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
An/PI (-) An(+)/PI(-) An(+)/PI(+) An(-)/PI(+)
N 15 15 15 15
Normal Mean .0000000 .0000000 .0000000 .0000000
Parameters®® Std. Deviation J2.16130312 [5.28958696 .76868518 76868518
Most Extreme  Absolute .183 .159 173 173
Differences Positive .183 .159 173 173
Negative -.141 -.153 -.122 -.122
Test Statistic .183 .159 173 173
Asymp. Sig. (2-tailed) .191¢ .200%¢ .200%¢ .200%¢

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.
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3. Uji Homogenitas Data

Test of Homogeneity of Variances

|Levene statistic |df1 df2 Sig.
An+/Pl- 4.244 4 10 .029
An+/Pl+ 5.455 4 10 .014
An-/Pl+ 7.183 4 10 .005
Apopindex [2.110 4 10 .154
4. Deskriptif
95% Confidence
Std. Interval for Mean . .
N |Mean . Std. Error Minimum [Maximum
Deviation Lower Upper
Bound Bound
An+/PI-  kontrol 3 3.4900 .19157 .11060 3.0141] 3.9659 3.36 3.71
100 3 2.7267 .52776 .30470 1.4156| 4.0377 2.12 3.08
200 3 3.1133] 1.10555 .63829 .3670] 5.8597 1.86 3.95
400 3 5.1767 41789 24127 4.1386| 6.2148 4.70 5.48
800 3 11.6433| 1.18154 .68216 8.7082| 14.5784 10.28 12.37
Total 15 5.2300] 3.49429 .90222 3.2949] 7.1651 1.86 12.37
An+/Pl+  kontrol 3 .9067 .05774 .03333 .7632 1.0501 .84 .94
100 3 1.2267 .09609 .05548 .9880 1.4654 1.14 1.33
200 3 1.2733 .24007 .13860 .6770 1.8697 1.00, 1.45
400 3 2.1100 142790 .24705 1.0470 3.1730 1.81 2.60
800 3 20.3300 47655 27514 19.1462| 21.5138 19.78 20.62
Total 15 5.1693| 7.86156] 2.02985 .8157] 9.5229 .84 20.62
An-/Pl+  kontrol 3 .7300 .11000 .06351 4567 1.0033 .62 .84
100 3 .4500 .12490 .07211 .1397 .7603 .35 .59
200 3 .6633 .03512 .02028 .5761 .7506 .63 .70
400 3 .5800 .03464 .02000 .4939 .6661 .56 .62
800 3 2.7567| 1.05557 .60944 .1345 5.3789 1.86 3.92
Total 15 1.0360 .98279 .25376 4917 1.5803 .35 3.92
[Apoplndexkontrol 3 4.3967 .22143 .12785 3.8466] 4.9467 4.24 4.65
100 3 3.9533 .54169 .31275 2.6077| 5.2990 3.33 431
200 3 4.3867| 1.34556 .77686 1.04411 7.7292 2.86 5.40
400 3 7.2867 .78513 .45330 5.3363 9.2370, 6.51 8.08
800 3 31.9733| 1.02647 .59263| 29.4234 34.5232 30.87 32.90
Total 15 10.3993| 11.25747| 2.90667 4.1652| 16.6335 2.86 32.90
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5. Perbedaan Rerata secara Umum

ANOVA
Mean
Sum of Squares [df [Square |F Sig.
An+/PI- Between Groups 164.725 4 41.181 66.247 .000
Within Groups 16.216 10 |.622
Total 170.941 14
An+/Pl+ Between Groups 864.297 4 216.074 |2248.900 |.000
Within Groups .961 10 [.096
Total 865.258 14
An-/Pl+ Between Groups 11.234 4 2.808 12.271 .001
Within Groups 2.289 10 [.229
Total 13.522 14
Apopindex  Between Groups 1766.584 4 441.646 |577.607 |.000
Within Groups 7.646 10 |.765
Total 1774.230 14
6. Perbedaan Rerata antar Kelompok
Multiple Comparisons
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Dependent (I) Dosis (J) Dosis [Difference
Variable Afzelin Afzelin (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
An+/PI- kontrol 100 .76333 .64375 .263  [.6710 2.1977
200 .37667 .64375 571 }1.0577 1.8110
400 -1.68667"  [.64375 .026  [3.1210 -.2523
800 -8.15333"  [.64375 .000 [9.5877 -6.7190
100 kontrol  }.76333 .64375 263 [2.1977 .6710
200 -.38667 .64375 .561 [1.8210 1.0477
400 -2.45000" [.64375 .003 [3.8844 -1.0156
800 -8.91667"  [.64375 .000 [10.3510 -7.4823
200 kontrol  }.37667 .64375 571 }[1.8110 1.0577
100 .38667 .64375 .561 [1.0477 1.8210
400 -2.06333"  [.64375 .009 [3.4977 -.6290
800 -8.53000" [.64375 .000 [9.9644 -7.0956
400 kontrol 1.68667" .64375 .026  |.2523 3.1210
100 2.45000" .64375 .003 [1.0156 3.8844
200 2.06333" .64375 .009 [.6290 3.4977
800 -6.46667"  |.64375 .000 [7.9010 -5.0323
800 kontrol  8.15333" .64375 .000 [6.7190 9.5877
100 8.91667" .64375 .000 (7.4823 10.3510
200 8.53000" .64375 .000 [7.0956 9.9644
400 6.46667" .64375 .000 [5.0323 7.9010
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An+/Pl+ kontrol 100 -.32000 .25309 .235 |-.8839 12439
200 -.36667 125309 178 |.9306 11972

400 -1.20333"  |.25309 001 }1.7672 -.6394

800 -19.42333" [.25309 000 [19.9872 -18.8594

100 kontrol  |.32000 125309 1235 |-.2439 18839
200 -.04667 125309 857 |.6106 15172

400 -.88333" .25309 006 [1.4472 -.3194

800 -19.10333" [.25309 000 }19.6672 -18.5394

200 kontrol  |.36667 125309 178  |.1972 19306
100 .04667 125309 857 |.5172 6106

400 -.83667" 125309 008 |-1.4006 -.2728

800 -19.05667" [.25309 000 }19.6206 -18.4928

400 kontrol  J1.20333"  [25309 001 [6394 1.7672
100 .88333" 125309 006 3194 1.4472

200 .83667" 125309 008 |.2728 1.4006

800 -18.22000" [.25309 000 |-18.7839 -17.6561

800 kontrol  ]19.42333" [25309 000 [18.8594 19.9872
100 19.10333" 25309 000 [18.5394 19.6672

200 19.05667" [.25309 000 [18.4928 19.6206

400 18.22000" |.25309 000 [17.6561 18.7839
An-/Pl+ kontrol 100 .28000 139062 490 |-.5904 1.1504
200 06667 139062 868  |.8037 19370

400 .15000 139062 709  }.7204 1.0204

800 -2.02667"  [.39062 000 |-2.8970 -1.1563

100 kontrol  }-.28000 139062 490 |1.1504 15904
200 -.21333 139062 597 |-1.0837 16570

400 -.13000 139062 746 |-1.0004 7404

800 -2.30667"  [.39062 000 }3.1770 -1.4363

200 kontrol  }.06667 139062 868 }.9370 18037
100 121333 139062 597 }.6570 1.0837

400 .08333 139062 835 |.7870 19537

800 -2.09333"  [.39062 000 |-2.9637 -1.2230

400 kontrol  }.15000 139062 709 |-1.0204 .7204
100 .13000 139062 746 |.7404 1.0004

200 -.08333 139062 835  |.9537 .7870

800 -2.17667"  [.39062 .000 |3.0470 -1.3063

800 kontrol  [2.02667°  [39062 000 [1.1563 2.8970
100 2.30667°  [.39062 000 [1.4363 3.1770

200 2.09333"  [.39062 000 [1.2230 2.9637

400 2.17667°  [.39062 000 [1.3063 3.0470
Apopindex  kontrol 100 44333 171396 549  |1.1475 2.0341
200 .01000 171396 989  |-1.5808 1.6008

400 -2.89000" [.71396 002 |-4.4808 -1.2992

800 -27.57667" [.71396 000 }29.1675 -25.9859

100 kontrol  |-.44333 171396 549  |-2.0341 1.1475
200 -.43333 71396 557 |2.0241 1.1575
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400 -3.33333"  |.71396 001 |4.9241 -1.7425
800 -28.02000" [.71396 000 |-29.6108 -26.4292
200 kontrol  |.01000 .71396 989  [1.6008 1.5808
100 143333 .71396 557 |1.1575 2.0241
400 -2.90000° [71396 002 [4.4908 -1.3092
800 -27.58667" [.71396 000 |-29.1775 -25.9959
400 kontrol  [2.89000"  [71396 002 [1.2992 4.4808
100 3.33333"  |.71396 001 [1.7425 4.9241
200 2.90000°  |[71396 002 [1.3092 4.4908
800 -24.68667" [.71396 000 [26.2775 -23.0959
800 kontrol  27.57667" [71396 000 [|25.9859 29.1675
100 28.02000" 71396 000 [|26.4292 29.6108
200 27.58667" 71396 000 [25.9959 29.1775
400 24.68667° 71396 000 [23.0959 26.2775

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 8:

UJI STATISTIKA UNTUK HASIL UJI MIGRASI BERDASAR JUMLAH SEL

1. Data

Perlakuan Ulangan Migrasi 24 Migrasi 48
(ng/ml) (sel) (sel)
Kontrol (-) 1 161.5 315.5

2 170 318

3 177.5 269
Dosis 100 1 101 162

2 139.5 221

3 140 309.5
Dosis 200 1 161 298

2 121 273.5

3 145 306.5
Dosis 400 1 92 132

2 119.5 215

3 128 168
Dosis 800 1 59.5 89.5

2 73 95.5

3 87 111

2. Homogenitas data : homogen (p>0.05)
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
migrasi24 1.114 4 10 403
migrasi48 2.249 4 10 .136

3. Normalitas Data : normal (p>0.05)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized

Unstandardized

Residual Residual
N 15 15
Normal Parameters®® Mean .0000000 .0000000
Std. Deviation 19.98195615 53.01398625
Most Extreme Differences  Absolute .135 .135
Positive 113 .119
Negative -.135 -.135
Test Statistic .135 .135
Asymp. Sig. (2-tailed) .200%¢ .200%¢

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.




4. Deskriptif

Descriptives

95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Min Max

migras 1 3]1169.6667| 8.00521| 4.62181| 149.7806| 189.5527 | 161.50 | 177.50
i24 2 31126.8333 | 22.37372( 12.91747| 71.2539| 182.4127| 101.00| 140.00
3 31142.3333| 20.13289| 11.62373| 92.3205| 192.3462 | 121.00( 161.00
4 3]1113.1667 | 18.81710| 10.86406| 66.4224| 159.9109| 92.00( 128.00
5 3| 73.1667 | 13.75076| 7.93900| 39.0079| 107.3254| 59.50( 87.00

Total 15(125.0333 | 36.25626| 9.36133 | 104.9553| 145.1114| 59.50| 177.50

300.8333 | 27.59680| 15.93302 | 232.2791| 369.3876 | 269.00  318.00
230.8333 | 74.24004 | 42.86251| 46.4109( 415.2558( 162.00 | 309.50
292.6667 | 17.13427 | 9.89248 | 250.1028 | 335.2306 | 273.50 | 306.50
171.6667 | 41.62131| 24.03007 68.2736 | 275.0597| 132.00| 215.00

98.6667 | 11.09429| 6.40529 71.1069| 126.2264| 89.50| 111.00
Total 15(218.9333 | 86.10477| 22.23216| 171.2501| 266.6166| 89.50| 318.00

migras
i48

“u A W N R
w w w w w

5. Perbedaan rerata secara umum

ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
migrasi24 Between Groups 15376.900 4 3844.225| 12.703| .001
Within Groups 3026.333 10 302.633
Total 18403.233 14
migrasi48 Between Groups 86952.100 4 21738.025| 12.905| .001
Within Groups 16844.333 10 1684.433
Total 103796.433 14
6. Perbedaan rerata antar kelompok
Tukey HSD
95% Confidence Interval
Dependen (l) (J) Mean Lower Upper
t Variable Afzelin  Afzelin | Difference (I-J) | Std. Error Sig. Bound Bound
migrasi24 1 2 42.83333 14.20407 .077 -3.9134| 89.5801
3 27.33333 14.20407 .365 -19.4134( 74.0801
4 56.50000" 14.20407 .017 9.7532| 103.2468
5 96.50000" 14.20407 .000 49,7532 | 143.2468
2 1 -42.83333 14.20407 .077 -89.5801 3.9134
v 3 -15.50000 14.20407 .807 -62.2468 | 31.2468
j 4 13.66667 14.20407 .866 -33.0801( 60.4134
o 5 53.66667" 14.20407 .023 6.9199 | 100.4134
> 3 1 -27.33333 14.20407 .365 -74.0801( 19.4134
% 2 15.50000 14.20407 .807 -31.2468 | 62.2468
v 4 29.16667 14.20407 .310 -17.5801| 75.9134
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5 69.16667° |  14.20407 .005 22.4199 | 115.9134

4 1 -56.50000" |  14.20407 .017| -103.2468| -9.7532
2 -13.66667 |  14.20407 866| -60.4134| 33.0801

3 -29.16667 |  14.20407 310 -75.9134| 17.5801

5 40.00000 | 14.20407 .104 -6.7468 | 86.7468

5 1 -96.50000" |  14.20407 .000| -143.2468| -49.7532
2 -53.66667° |  14.20407 .023| -100.4134| -6.9199

3 -69.16667° |  14.20407 .005| -115.9134| -22.4199

4 -40.00000 |  14.20407 104| -86.7468|  6.7468
migrasi4g8 1 2 70.00000 | 33.51053 295|  -40.2859 | 180.2859
3 8.16667 | 33.51053 999 | -102.1192| 118.4526

4 129.16667°|  33.51053 021 18.8808 | 239.4526

5 202.16667° |  33.51053 .001 91.8808 | 312.4526

2 1 -70.00000 | 33.51053 295| -180.2859| 40.2859
3 -61.83333| 33.51053 402 -172.1192| 48.4526

4 59.16667 | 33.51053 441  -51.1192| 169.4526

5 132.16667° | 33.51053 .018 21.8808 | 242.4526

3 1 -8.16667 | 33.51053 999| -118.4526| 102.1192
2 61.83333| 33.51053 402|  -48.4526| 172.1192

4 121.00000° |  33.51053 .030 10.7141| 231.2859

5 194.00000° |  33.51053 .001 83.7141| 304.2859

4 1 -129.16667° | 33.51053 .021| -239.4526| -18.8808
2 -59.16667 | 33.51053 441 -169.4526| 51.1192

3 -121.00000° |  33.51053 .030| -231.2859| -10.7141

5 73.00000| 33.51053 262| -37.2859| 183.2859

5 1 -202.16667" |  33.51053 .001| -312.4526| -91.8808
2 -132.16667" |  33.51053 .018| -242.4526| -21.8808

3 -194.00000° |  33.51053 .001| -304.2859| -83.7141

4 -73.00000| 33.51053 262 -183.2859| 37.2859

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

F. Perbedaan jumlah sel antar lama pengamatan pada konsentrasi yang sama
Multiple Comparisons

Dependent Variable: Jumlah sel

Tukey HSD
(1) Lama (J) Lama Mean Difference 95% Confidence Interval
pengamatan pengamatan (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kontrol 24 48 -131.16667" 33.46441 .023 -249.6677 -12.6656
100- 24 48 -110.66667 33.46441 .080 -229.1677 7.8344
b 200- 24 48 -150.66667" 33.46441 .006 -269.1677 -32.1656
400- 24 48 -48.00000 33.46441 .902 -166.5011 70.5011
800- 24 48 -25.50000 33.46441 .998 -144.0011 93.0011
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LAMPIRAN 9:

UJI STATISTIKA UNTUK HASIL UJI MIGRASI BERDASAR AREA TERTUTUP

SEL
1. Data
Dosis Ulangan | Area 24 Area 48
jam (%) | jam (%)
Kontrol 1| 74978 | 88.382
2| 84412 100
3| 73993 | 96.429
100 1 52.16 83.56
2| 58083 | 79.295
3| 59.349 98.24
200 1| 53.582 88.7
2| 53985 | 93.861
3| 61.701 95.94
400 1| 3859 | 66.258
2 4047 | 49.735
3| 38663 | 74.294
800 1 11.88 | ~ 25.715
2| 16.162 | 41.005
3 29.35 | 37.977

2. Homogenitas data : homogen (p>0.05)
Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic dfl df2 Sig.
area_terisi_sel_migrasi24 3.316 4 10 .057
area_terisi_sel_migrasi48 1.443 4 10 .290

3. Normalitas data :

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized | Unstandardized
Residual Residual

N 15 15

Normal Parameters®® Mean .0000000 .0000000

2 Std. Deviation 20.76588087 24.70318518
2 Most Extreme Differences  Absolute .145 .182
% Positive .088 .149
i Negative -.145 -.182
= Test Statistic .145 .182
= Asymp. Sig. (2-tailed) .200%¢ .194¢
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a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

4. Deskriptif

95% Confidence

Interval for Mean
Std. Lower Upper Minim | Maximu

N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound um m

area_ 1 3| 77.79433| 5.752190( 3.321028| 63.50510| 92.08357(73.993| 84.412
terisi 2 3| 56.53067| 3.837673| 2.215682| 46.99736| 66.06397 (52.160| 59.349
_s.el_ 3 3| 56.42267 4.575610 2.641730| 45.05622 | 67.78911]53.582| 61.701
:;Izgz:a 4 3| 39.24300| 1.063141| .613805| 36.60201| 41.88399|38.596| 40.470
5 3] 19.13067| 9.105491| 5.257058| -3.48863| 41.74996(11.880| 29.350

Total 15| 49.82427| 20.840007| 5.380867| 38.28346| 61.36508|11.880| 84.412

area_ 1 3| 94.93700| 5.950969| 3.435793| 80.15397 | 109.72003 [ 88.382 | 100.000
terisi 3| 87.03167| 9.938189| 5.737816| 62.34384 | 111.71950|79.295 | 98.240
sel_ 3 3| 92.83367| 3.727729| 2.152205| 83.57348 | 102.09386 | 88.700| 95.940
:;'f;a 4 3| 63.42900| 12.521524| 7.229305 | 32.32381| 94.53419|49.735| 74.294

5 3| 34.89900| 8.096394| 4.674455| 14.78644| 55.0115625.715| 41.005

Total 15| 74.62607 | 24.706169| 6.379105| 60.94425| 88.30789 [ 25.715 | 100.000

4. Perbedaan rerata secara umum

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
area_terisi_sel Between Groups 5774.699 4 1443.675 47.243 .000
_migrasi24 Within Groups 305.584 10 30.558
Total 6080.283 14
area_terisi_sel Between Groups 7804.691 4 1951.173 26.337 .000
_migrasi48 Within Groups 740.835 10 74.084
Total 8545.527 14

5. Perbedaan rerata antar kelompok

Multiple Comparisons

Tukey HSD
(! Mean 95% Confidence Interval

Dependent kelompo (J) Difference Lower Upper
g Variable k kelompok (1-)) Std. Error | Sig. Bound Bound
j area_terisi_sel 1 2 21.263667° | 4.513563| .006 6.40916 36.11817
9 _migrasi24 3 21.371667" | 4.513563 | .006 6.51716 | 36.22617
> 4 38.551333" | 4.513563 | .000 23.69683 53.40584
2 5 58.663667" | 4.513563 | .000 43.80916 73.51817
i 2 1 -21.263667" | 4.513563 | .006 -36.11817 -6.40916
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3 .108000 | 4.513563 1'08 -14.74651 14.96251
4 17.287667° | 4.513563 | .022 2.43316 32.14217
5 37.400000° | 4.513563 | .000 22.54549 52.25451
1 -21.371667" | 4.513563| .006 | -36.22617 -6.51716
2 -.108000 | 4.513563 1'08 -14.96251 14.74651
4 17.179667" | 4.513563 | .023 2.32516 32.03417
5 37.292000" | 4.513563 | .000 22.43749 52.14651
1 -38.551333" | 4.513563| .000| -53.40584| -23.69683
2 -17.287667" | 4.513563| .022 | -32.14217 -2.43316
3 -17.179667° | 4.513563| .023 | -32.03417 -2.32516
5 20.112333" | 4.513563 | .008 5.25783 34.96684
1 -58.663667" | 4.513563| .000| -73.51817| -43.80916
2 -37.400000" | 4.513563| .000| -52.25451| -22.54549
3 -37.292000° | 4.513563| .000| -52.14651| -22.43749
4 -20.112333" | 4.513563| .008| -34.96684 -5.25783
area_terisi_sel 2 7.905333 | 7.027733| .791| -15.22351 31.03418
_migrasi48 3 2.103333| 7.027733| .998| -21.02551 25.23218
4 31.508000" | 7.027733 ] .008 8.37915 54.63685
5 60.038000" | 7.027733| .000 36.90915 83.16685
1 -7.905333 7.027733| .791| -31.03418 15.22351
3 -5.802000 | 7.027733| .917| -28.93085 17.32685
4 23.602667" | 7.027733| .045 47382 46.73151
5 52.132667° | 7.027733 | .000 29.00382 75.26151
1 -2.103333 | 7.027733| .998 | -25.23218 21.02551
2 5.802000 | 7.027733| .917| -17.32685 28.93085
4 29.404667° | 7.027733| .013 6.27582 52.53351
5 57.934667° | 7.027733| .000 34.80582 81.06351
1 -31.508000" | 7.027733| .008 | -54.63685 -8.37915
2 -23.602667" | 7.027733| .045| -46.73151 -47382
3 -29.404667° | 7.027733| .013| -52.53351 -6.27582
5 28.530000° | 7.027733| .015 5.40115 51.65885
1 -60.038000" | 7.027733| .000| -83.16685| -36.90915
2 -52.132667° | 7.027733| .000| -75.26151| -29.00382
3 -57.934667" | 7.027733| .000| -81.06351| -34.80582
4 -28.530000" | 7.027733| .015| -51.65885 -5.40115

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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7. Perbedaan area tertutup sel antar lama pengamatan pada konsentrasi yang sama

Dependent Variable: Area_terisi

Multiple Comparisons

LSD
(1) lama pengamatan
Kontrol negatif - 24
100 - 24
200 - 24
400- 24
800 - 24

(J) lama

pengamatan
48
48
48
48
48

Mean 95% Confidence Interval

Difference Lower Upper

(1-J) Std. Error | Sig. Bound Bound
-17.142667" 5.905983| .009| -29.46233 -4.82300
-30.501000° 5.905983| .000| -42.82067| -18.18133
-36.411000° 5.905983| .000| -48.73067| -24.09133
-24.186000° 5.905983| .001| -36.50567| -11.86633
-15.768333" 5.905983| .015| -28.08800 -3.44867
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LAMPIRAN 10:
UJI STATISTIKA UNTUK HASIL ANALISIS WESTERN BLOTTING
MENGGUNAKAN IMAGEJ

1. Data
Perlakuan | Ulangan FAK1 FAK FAK1 FAK tyr397

analisis area tyr397 relative density relative

area density
Kontrol 1 317790 | 187895 1 0.591255
negatif 2 315076 | 182485 0.996041411 0.574231
3 316532 193300 0.996041411 0.608263
100 1 317802 201228 1.000037761 0.633211
2 316251 199914 0.995157179 0.629076
3 318670 197390 1.002769124 0.621133
200 1 309213 | 193483 0.973010479 0.608839
2 308033 191969 0.969297335 0.604075
3 301617 188033 0.949107901 0.591689
400 1 316519 | 203363 0.996000503 0.639929
2 316833 208608 0.996988577 0.656433
3 304862 209814 0.959319047 0.660228
800 1 218224 | 146130 0.68669247 0.459832
2 217859 140949 0.685543913 0.443529
3 208103 138961 0.654844394 0.437273

2. Homogenitas data
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
FAKtyr_RD .625 4 10 .655
FAK1_RD 2.087 4 10 .158

3. Normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

UNIVERSITAS

Unstandardized | Unstandardized
Residual Residual

N 15 15
Normal Parameters®? Mean .0000000 .0000000
Std. Deviation .08707314 .10539611

Most Extreme Differences  Absolute .136 .149
Positive .136 .149

Negative -.127 -.148

Test Statistic .136 .149
Asymp. Sig. (2-tailed) .200%¢ .200%¢

a. Test distribution is Normal.
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b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
d. This is a lower bound of the true significance.

4. Deskriptif
N Mean Std. Std. Error 95% Confidence Min Max
Deviation Interval for Mean
Lower Upper
Bound Bound
FAK1 1 3 .995833 | .0042525 .0024552 .985270| 1.006397| .9915| 1.0000
2 3 .999333 | .0038436 .0022191 .989785| 1.008881| .9952| 1.0028
3 3 .963800| .0128643 .0074272 .931843 995757 | .9491| .9730
4 3 .984100| .0214832 .0124034 .930733| 1.037467| .9593| .9970
5 3 .675667 | .0180810 .0104391 .630751 .720582 | .6548 | .6867
Total 15 .923747| .1295802 .0334575 .851988 .995506 | .6548 | 1.0028
FAK 1 3 .972033 .0279500 .0161369 .902602 1.041465| .9441| 1.0000
tyr397 2 3] 1.032133 .0100605 .0058084 | 1.007142 1.057125] 1.0212| 1.0410
3 3 .988933 | .0145060 .0083750 | .952898 | 1.024968| .9728 | 1.0009
4 3| 1.072233| .0177094 .0102245( 1.028241| 1.116226(1.0521| 1.0854
5 3 .734700| .0191518 .0110573 .687124 .782276 | .7189| .7560
Total 15 .960007 | .1231060 .0317858 | .891833| 1.028180| .7189| 1.0854
5. Perbedaan secara umum
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
FAK1_RD Between Groups .233 4 .058 295.274 .000
Within Groups .002 10 .000
Total .235 14
FAKtyr_RD Between Groups .209 4 .052 147.064 .000
Within Groups .004 10 .000
Total 212 14
6. Perbedaan antar kelompok
Multiple Comparisons
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Dependent (l) (J) Difference Lower Upper
Variable kelompok kelompok (I-J) Std. Error | Sig. Bound Bound
FAKI_RD 1 2 -.0035000 .0114705 .998 -.041250 .034250
3 .0320333 .0114705 | .108 -.005717 .069784
4 .0117333 .0114705( .839 -.026017 .049484
5 .3201667" .0114705 | .000 .282416 .357917
2 1 .0035000 .0114705 | .998 -.034250 .041250
3 .0355333 .0114705 | .067 -.002217 .073284
4 .0152333 .0114705 | .682 -.022517 .052984
5 .3236667" .0114705 | .000 .285916 .361417
3 1 -.0320333 .0114705 | .108 -.069784 .005717
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2 -.0355333 .0114705 | .067 -.073284 .002217

4 -.0203000 .0114705( .439 -.058050 .017450

5 .2881333° .0114705 | .000 .250383 .325884

4 1 -.0117333 .0114705( .839 -.049484 .026017
2 -.0152333 .0114705 | .682 -.052984 .022517

3 .0203000 .0114705( .439 -.017450 .058050

5 .3084333" .0114705 [ .000 .270683 .346184

5 1 -.3201667" .0114705 ( .000 -.357917 -.282416
2 -.3236667" .0114705 .000 -.361417 -.285916

3 -.2881333" .0114705( .000 -.325884 -.250383

4 -.3084333" .0114705 | .000 -.346184 -.270683

FAKtyr_RD 1 2 -.0601000" .0153764 ( .019 -.110705 -.009495
3 -.0169000 .0153764 ( .803 -.067505 .033705

4 -.1002000" .0153764  .001 -.150805 -.049595

5 .2373333" .0153764 ( .000 .186728 .287938

2 1 .0601000" .0153764  .019 .009495 .110705
3 .0432000 .0153764  .105 -.007405 .093805

4 -.0401000 .0153764 | .142 -.090705 .010505

5 .2974333° .0153764 [ .000 .246828 .348038

3 1 .0169000 .0153764 ( .803 -.033705 .067505
2 -.0432000 .0153764  .105 -.093805 .007405

4 -.0833000" .0153764 ( .002 -.133905 -.032695

5 .2542333° .0153764 [ .000 .203628 .304838

4 1 .1002000° .0153764  .001 .049595 .150805
2 .0401000 .0153764 ( .142 -.010505 .090705

3 .0833000" .0153764 ( .002 .032695 .133905

5 .3375333" .0153764 ( .000 .286928 .388138

5 1 -.2373333" .0153764 ( .000 -.287938 -.186728
2 -.2974333" .0153764 | .000 -.348038 -.246828

3 -.2542333" .0153764 | .000 -.304838 -.203628

4 -.3375333" .0153764 ( .000 -.388138 -.286928

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 11
UJI STATISTIKA UNTUK HASIL AKTIVITAS RAC1

1. Data

Perlakuan Pengulangan Aktivasi Rac-1 (OD)

Starvasi tanpa 1 0.484
EGF

0.449
0.414
1.112
0.765
0.903
0.526
0.666
0.708
0.666
0.776
0.853
0.412
0.483
0.442
0.326
0.39

0.342

Kontrol (-)

Afzelin 100

Afzelin 200

Afzelin 400

Afzelin 800

WINPT WINERPIWINERPWINRPRP W NP WN

2. Homogenitas data

Test of Homogeneity of Variances

Racl
[Levene statistic [df1 df2 Sig.
2.323 5 12 .107

3. Normalitas data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardized
Residual
N 18

s Normal Parameters? Mean .0000000

2 Std. Deviation ~ |.22022140

? IMost Extreme Differences  Absolute .185

% Positive .185

2 Negative -.105

= Test Statistic .185




|Asymp. Sig. (2-tailed) |.103c |
a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

4. Deskriptif
Racl
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower [Upper
IN Mean Deviation [Std. Error |Bound [Bound Minimum  [Maximum
IK 3 .92667 .174706 .100867| .49267 1.36066 .765 1.112
100 B .63333 .095296 .055019 .39660 .87006 .526 .708
200 B .76500 .093984 .054262 .53153 .99847 .666 .853
400 I3 44567 .035642 .020578| .35713 53421 412 .483
800 B .35267 .033307 .019230( .26993 .43540 .326 .390
Total |18 .59539 .221256 .052151| .48536 .70542 .326 1.112

5. Perbedaan rerata secara umum

ANOVA
Racl
Sum of Squares [df Mean Square |F Sig.
IBetween Groups 728 5 .146] 16.790 .000
Within Groups .104 12 .009
Total .832 17,

6. Perbedaan rerata antar kelompok
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Racl

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval

(1) Afzelin  (J) Afzelin Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
K 100 .293333" .076042 .022 .03791 .54875
200 .161667 .076042 .337 -.09375 141709
400 .481000" .076042 .000 .22558 .73642
800 .574000" .076042 .000 .31858 .82942
100 200 -.131667 .076042 .538 -.38709 12375
400 .187667 .076042 .208 -.06775 44309
800 .280667" .076042 .029 .02525 .53609
K -.293333" .076042 .022 -.54875 -.03791
E 200 100 131667 .076042 .538 -.12375 .38709
= 400 .319333" .076042 .012 .06391 .57475
£ 800 .412333" .076042 .002 .15691 .66775
= K -.161667 .076042 .337 -.41709 .09375
;:" 400 100 -.187667 .076042 .208 -.44309 .06775
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200 -.319333" .076042 .012 -.57475 -.06391
800 .093000 .076042 .818 -.16242 .34842
K -.481000" .076042 .000 -.73642 -.22558
800 100 -.280667" .076042 .029 -.53609 -.02525
200 -412333" .076042 .002 -.66775 -.15691
400 -.093000 .076042 .818 -.34842 16242
K -.574000" .076042 .000 -.82942 -.31858

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 12:
UJI STATISTIKA UNTUK MENGUJI HUBUNGAN ANTAR VARIABEL TERIKAT

a. Dependent Variable: apoptosis
b. Predictors: (Constant), migrasi_jumlah24

1. Hubungan apoptosis dan viabilitas sel
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .685° 470 429 12.71708
a. Predictors: (Constant), Apopindex
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 1861.411 1 1861.411 11.510 .005°
Residual 2102.415 13 161.724
Total 3963.825 14
a. Dependent Variable: Viabilitassel
b. Predictors: (Constant), Apoplndex
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 89.501 4.543 19.701 .000
Apopindex -1.024 .302 -.685 -3.393 .005
a. Dependent Variable: Viabilitassel
2. Hubungan apoptosis dengan migrasi 24 jam berdasar jumlah sel
Model Summary
Std. Error of the
Model R R Square | Adjusted R Square Estimate
1 7782 .606 .575 7.33672
a. Predictors: (Constant), migrasi_jumlah24
ANOVA?
Sum of Mean
Model Squares df Square F Sig.
1 Regression 1074.472 1| 1074.472 19.961 .001°
Residual 699.758 13 53.828
Total 1774.230 14
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Coefficients?®

Unstandardized
Coefficients

Standardized
Coefficients

a. Dependent Variable: apoptosis

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 40.611 7.022 5.783 .000
;“rgzas'—'”m' -242 054 -778 -4.468 001
a. Dependent Variable: apoptosis
3. Hubungan apoptosis dengan migrasi 24 jam berdasar area tertutup sel
Model Summary
Std. Error of the
Model R R Square | Adjusted R Square Estimate
1 .805?2 .649 .622 6.92360
a. Predictors: (Constant), migrasi_area24
ANOVA®
Mean
Model Sum of Squares df Square F Sig.
1 Regression 1151.058 1 1151.058 24.012| .000°
Residual 623.172 13 47.936
Total 1774.230 14
a. Dependent Variable: apoptosis
b. Predictors: (Constant), migrasi_area24
Coefficients®
Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 32.078 4.771 6.723 .000
migrasi=area24 -.435 .089 -.805 -4.900 .000
a. Dependent Variable: apoptosis
4. Hubungan apoptosis dengan FAK1
Model Summary
Std. Error of the
Model R R Square | Adjusted R Square Estimate
1 .982? .965 .962 2.18074
a. Predictors: (Constant), FAK1
ANOVA?
2 Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
2 1 Regression 1712.407 1 1712.407 360.081 .000°
7 Residual 61.823 13 4.756
A Total 1774.230 14
Z

b. Predictors: (Constant), FAK1
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Coefficients?

Unstandardized
Coefficients

Standardized
Coefficients

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 89.241 4.193 21.284 .000
FAK1 -85.349 4.498 -.982 -18.976 .000
a. Dependent Variable: apoptosis
5. Hubungan apoptosis dengan FAK Tyr397
Model Summary
Std. Error of the
Model R R Square | Adjusted R Square Estimate
1 .916° .839 .827 4.68516
a. Predictors: (Constant), FAK_tyr396
ANOVA?
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 1488.871 1 1488.871 67.828 .000°
Residual 285.359 13 21.951
Total 1774.230 14
a. Dependent Variable: apoptosis
b. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 90.818 9.839 9.230 .000
FAK_tyr397 -83.769 10.171 -916| -8.236 .000
a. Dependent Variable: apoptosis
6. Hubungan FAK1 dengan migrasi jam ke-24 berdasar area tertutup sel
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .763° .582 .549 13.988861
y a. Predictors: (Constant), FAK1
< ANOVA?
2 Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
i 1 Regression 3536.335 1 3536.335 18.071 .001°
: Residual 2543.947 13 195.688
= Total 6080.283 14
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a. Dependent Variable: migrasi_area24
b. Predictors: (Constant), FAK1

Coefficients?

Unstandardized Coefficients

Standardized
Coefficients

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -63.475 26.896 -2.360 .035
FAK1 122.652 28.852 .763 4.251 .001
a. Dependent Variable: migrasi_area24
7. Hubungan FAK1 dengan migrasi jam ke-24 berdasar jumlah sel
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 7232 .523 .486 25.983595
a. Predictors: (Constant), FAK1
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 9626.320 1 9626.320 14.258 .002°
Residual 8776.914 13 675.147
Total 18403.233 14
a. Dependent Variable: migrasi_jumlah24
b. Predictors: (Constant), FAK1
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -61.897 49.958 -1.239 .237
FAK1 202.361 53.592 723 3.776 .002
a. Dependent Variable: migrasi_jumlah24
8. Hubungan FAK Tyr397 dengan migrasi jam ke-24 berdasar area tertutup sel
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .5412 .293 .239 18.183458
a. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 1781.987 1 1781.987 5.390 .037°
Residual 4298.296 13 330.638
Total 6080.283 14

a. Dependent Variable: migrasi_area24
b. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
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Coefficients?®

Unstandardized Coefficients

Standardized
Coefficients

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -38.156 38.187 -.999 .336
FAK_tyr397 91.645 39.476 .541 2.322 .037
a. Dependent-VariabIe: migrasi_area24
9. Hubungan FAK Tyr397 dengan migrasi jam ke-24 berdasar jumlah sel
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .5552 .308 .255 31.300393
a. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
ANOVA®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 5666.944 1 5666.944 5.784 .032°
Residual 12736.289 13 979.715
Total 18403.233 14
a. Dependent Variable: migrasi_jumlah24
b. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -31.860 65.734 -.485 .636
FAK_tyr397 163.430 67.953 .555 2.405 .032
a. Dependent Variable: migrasi_jumlah24
10.Hubungan FAK 1 dengan FAK Tyr397
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .9442 .892 .884 .0419864
a. Predictors: (Constant), FAK1
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression .189 1 .189 107.357 .000P
Residual .023 13 .002
Total 212 14

a. Dependent Variable: FAK_tyr397
b. Predictors: (Constant), FAK1
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Coefficients?

Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 131 .081 1.625 128
FAK1 .897 .087 .944 10.361 .000

a. Dependent Variable: FAK_tyr397
11. Hubungan antara Racl dengan apoptosis

Model Summary
Adjusted R Std. Error of the

Model R R Square Square Estimate
1 .647° 418 374 .183520
a. Predictors: (Constant), apoptosis
ANOVA®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 315 1 315 9.347 .009°
Residual 438 13 .034
Total .753 14

a. Dependent Variable: Racl
b. Predictors: (Constant), apoptosis
Coefficients®

Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) .763 .066 11.641 .000
apoptosis -.013 .004 -.647 -3.057 .009

a. Dependent Variable: Racl

12. Hubungan Racl dengan migrasi 24 jam berdasar jumlah sel

Model Summary

Adjusted R Std. Error of the

Model R R Square Square Estimate

1 .8342 .695 .672 .132808

a. Predictors: (Constant), migrasi_jumlah24

ANOVA?

2 Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
L 1 Regression .523 1 .523 29.671 .000P
- Residual 229 13 .018
A Total 753 14
2 a. Dependent Variable: Racl

b. Predictors: (Constant), migrasi_jumlah24
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Coefficients®

Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -.042 127 -.331 .746
migrasi_jumlah24 .005 .001 .834 5.447 .000

a. Dependent Variable: Racl
13. Hubungan Racl dengan migrasi sel berdasar area

Model Summary
Adjusted R Std. Error of the

Model R R Square Square Estimate
1 .872° .761 .743 .117633
a. Predictors: (Constant), migrasi_area24
ANOVA®
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression .573 1 .573 41.390 .000P
Residual .180 13 .014
Total .753 14

a. Dependent Variable: Racl
b. Predictors: (Constant), migrasi_area24
Coefficients®

Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 141 .081 1.740 .105
migrasi=a rea24 .010 .002 .872 6.433 .000

a. Dependent Variable: Racl
14. Hubungan FAK1 dengan Racl

Model Summary
Adjusted R Std. Error of the

Model R R Square Square Estimate
1 .6042 .365 316 .191786
a. Predictors: (Constant), FAK1
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 274 1 274 7.462 .017°
Residual 478 13 .037
Total .753 14

a. Dependent Variable: Racl
b. Predictors: (Constant), FAK1
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Coefficients?

Unstandardized Coefficients

Standardized
Coefficients

Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -.373 .369 -1.013 .330
FAK1 1.081 .396 .604 2.732 .017
a. Dependent Variable: Racl
15. Hubungan FAK Tyr397 dengan Racl
Model Summary
Adjusted R Std. Error of the
Model R R Square Square Estimate
1 .371° .138 .072 .223403
a. Predictors: (Constant), FAK_tyr397
ANOVA?
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression .104 1 .104 2.080 .173°
Residual .649 13 .050
Total .753 14
a. Dependent Variable: Racl
b. Predictors: (Constant), FAK_tyr396
Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -.047 .469 -.100 922
FAK=tyr397 .699 .485 371 1.442 173

a. Dependent Variable: Racl

212



