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Abstract

Primary cell of oral cancer (cell Sp-C1) has some characteristics of cell growth and protein expression of anti-apoptosis
and positive regulatory protein of cell cycle. Characteristics of Sp-C1 cell are important to know and facilitate the
researchers used an in vitro model of oral cancer cells. The aim of study was to introduce new types of oral cancer cells
(cell Sp-C1) with their characteristics and to examine the cell growth inhibition of Sp-C1 using mutant type p27Kipl gene
therapy in vitro. Isolasion of Sp-C1 cell was derived from cervical lymph node tissue of tongue cancer patient. From the
isolation procedure was found fibroblasts and oral cancer primary cells were incubated at refrigerator -80°C. Growth
inhibition of Sp-Clcell was transfected with mutant type p27Kipl and pcDNA3.1-neo (empty vector) using the MTT
assay. Results of study revealed that characteristics of Sp-C1 cell growth was relative fast and highly protein expression of
p45Skp2, o-tubulin, cyclin-dependent kinase-2 (CDK-2), cyclin-E, metastatic associated protein-1 (MTA-1) and anti-
apoptosis protein maspin. Furthermore, Sp-C1-pcDNA3.1-p27Kipl mt was significantly suppressed the cell growth
compared with pcDNA3.1-neo (P< 0.05). In conclusion, Sp-C1 cells have certain characteristics and appropriate for an in
vitro studies model of oral cancer. pcDNA3.1-p27Kip1 mt had strongly potential inhibition of Sp-C1 cell growth. Method
of gene transfer in vitro had a simple procedure and a new strategy of gene therapy against oral cancer cells.
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Abstrak

Sel primer kanker oral (sel Sp-Cl) mempunyai beberapa karakteristik pertumbuhan sel dan ekspresi protein anti-
apoptosis maupun protein regulator positif siklus sel. Karakteristik sel Sp-C1 penting diketahui untuk memudahkan
peneliti menggunakan model in vitro sel kanker oral. Tujuan penelitian adalah memperkenalkan jenis sel kanker oral baru
(sel Sp-C1) dengan karakteristiknya, serta menguji hambatan pertumbuhan sel Sp-C1 mengunakan terapi gen p27Kipl
mt secara in vitro. Isolasi sel Sp-C1 berasal dari jaringan limfonodi servikal yang termetastasis kanker lidah. Proses isolasi
didapatkan fibroblas dan sel primer kanker oral yang diinkubasi pada refrigerator -80°C. Hambatan pertumbuhan sel Sp-
C1 diperlakukan dengan terapi gen pcDNA3.1 -p27Kipl mt dan pcDNA3.1-neo (empty vector) menggunakan uji MTT.
Hasil penelitian menunjukkan karakteristik pertumbuhan sel Sp-C1 yang relatif cepat dan ekspresi protein p45Skp2, a-
tubulin, cyclin-dependent kinase-2 (CDK-2), cyclin-E, metastatic associated protein-1 (MTA-1) dan protein anti-
apoptosis maspin. Selanjutnya, sel transfektan Sp-C1-pcDNA3.1-p27Kipl mt mempunyai potensi hambatan
pertumbuhan sel yang signifikan dibandingkan pcDNA3.1-neo (P< 0.05). Kesimpulan, sel Sp-C1 mempunyai
karakteristik tertentu dan dapat digunakan sebagai model penelitian in vitro kanker mulut. pcDNA3.1-p27KPt mt
mempunyai potensi hambatan pertumbuhan sel Sp-C1 yang kuat. Metode transfer gen secara in vitro merupakan prosedur
yang sederhana dan suatu strategi baru terapi gen terhadap sel kanker oral.

Kata kunci: karakteristik sel, Sp-C1, p27Kip1 mt, ekspresi protein, anti-apoptosis
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PENDAHULUAN

Kanker oral merupakan penyakit dengan karak-
teristik gangguan atau kegagalan mekanisme pe-
ngaturan multiplikasi organisme multiseluler se-
hingga terjadi perubahan perilaku sel yang tidak ter-
kontrol di rongga mulut. Kanker oral disebabkan
rusaknya mekanisme pengaturan dasar perilaku sel,
khususnya mekanisme pertumbuhan dan diferensia-
si sel. Kanker tersebut ditandai dengan kerusakan
DNA, menyebabkan pertumbuhan otonom yang ti-
dak merespons faktor regulasi pertumbuhan normal.
Kanker oral mempunyai angka kematian yang ting-
gi.! Dari seluruh jenis kanker pada manusia, kanker
leher-kepala menempati urutan ke-6, dan paling ba-
nyak kasus yang timbul adalah kanker oral. Kanker
oral merupakan kanker ganas yang mempunyali
rerata lamanya hidup paling rendah diantara kanker
ganas mayor. Kanker oral mempunyai persentase 2-
5% dari seluruh kanker pada manusia.? Kanker oral
merupakan salah satu masalah kesehatan utama
yang ditunjukkan dengan tingginya insidensi pe-
nyakit tersebut di belahan dunia. Di negara-negara
Asia Tenggara, kanker oral adalah bentuk paling
umum dan insidensinya sepertiga dari semua kanker
manusia.! Kanker oral ditandai dengan tingginya
tingkat invasi dan metastasis ke limfonodi re-
gionnal, serta kekambuhan lokal pasca pengobatan
awal, kemungkinan terjadinya mikro-invasi dan/
atau mikro-metastasis sel-sel kanker primer.? Peng-
obatan kanker oral secara konvensional termasuk
radioterapi kemoterapi, pembedahan dan kombinasi
ketiganya masih belum memuaskan. Namun, ting-
kat kelangsungan hidup secara keseluruhan masih
belum meningkat secara signifikan dalam dua de-
kade terakhir.® Prognosis kanker oral juga tidak ber-
ubah selama 10 tahun terakhir.* Kondisi tersebut
mengindikasikan perlunya upaya terus meningkat-
kan modalitas pengobatan.

Pengobatan kanker oral sampai saat ini masih
belum maksimal. Penelitian-penelitian terus di-
lanjutkan dan dilakukan untuk mendapatkan hasil
pengobatan yang efektif dan efisien secara in vitro,
in vivo, dan klinis menggunakan tanaman herbal,
obat sintetis atau kemoterapi serta terapi lain ter-
masuk terapi gen.® Namun demikian, model pe-
nelitian in vitro menggunakan jenis biakan sel kan-
ker oral baru perlu pula dilakukan. Manfaat sel kan-
ker oral baru ini memudahkan peneliti mengguna-
kan model sel kanker oral dari manusia untuk jenis
penelitian in vitro. Dalam penelitian ini, diperkenal-
kan jenis sel kanker oral baru (Sp-Cl) dengan
karakteristiknya dan uji hambatan pertumbuhan sel
Sp-C1 menggunakan terapi gen p27Kipl mutant
type (mt) in vitro.

Salah satu anggota famili Cip/Kip dari cyclin-
dependent kinase (CDK) inhibitor adalah p27Kipl
yang mengatur pertumbuhan sel secara negatif pada
fase G1-S siklus sel dengan menonaktifkan aktivitas
kinase komplek cyclin E/Cdk-2 maupun Cyclin
A/Cdk-2.5 Rendahnya ekspresi p27Kip1 berhubung-
an dengan prognosis buruk dan tingkat keganasan
tinggi pada beberapa kanker manusia, termasuk
kanker kolon,” payudara,?® gastrik® paru,’® prostat
adenokarsinoma,!* ovarian,? tiroid® dan limfoma
maligna.’* Disrupsi atau kelainan mekanisme pe-
ngaturan siklus sel oleh p27Kipl berhubungan erat
dengan pertumbuhan dan perkembangan sel kanker.
Defi-siensi p27Kipl menyebabkan perkembangan
tumor endokrin dan ukuran tubuh yang besar, serta
menyebabkan hiperplasi organ multipel.*> Walaupun
aktivitas p27Kipl dapat sebagai penghambat per-
tumbuhan beberapa jenis kanker manusia, tetapi
mekanisme regulasi hambatannya pada kanker solid
masih belum jelas.

Sel Sp-C1 merupakan sel kanker primer solid
rongga mulut yang diisolasi dari pasien kanker lidah
yang telah bermetastasis ke limfonodi regional, be-
lum melibatkan jaringan otot dan mempunyai di-
ferensiasi ringan (mild differentiation). Sel Sp-C1
hasil isolasi dapat tumbuh cepat jika dibiakkan da-
lam media dengan serum lebih dari 10 %. Sel Sp-C1
telah banyak diteliti sebagai model in vitro dengan
menginduksi sel tersebut menggunakan obat herbal,
sintetis dan terapi gen.1%2

Tujuan penelitian ini adalah memperkenalkan
jenis sel kanker baru dirongga mulut (sel Sp-C1)
dengan karakteristiknya, serta menguji daya hambat
pertumbuhan sel Sp-C1 menggunakan terapi gen
p27 Kipl mt in vitro.

BAHAN DAN METODE

Metode isolasi sel kanker oral Sp-C1 berasal dari
jaringan limfonodi servikal yang telah termetastasis
sel kanker lidah. Jaringan kanker oral segar dalam
cawan petri (@= 60 mm) berisi larutan phosphate
buffer saline (PBS, Sigma-Aldrich, USA) steril dan
penisilin-streptomisin (Penstrep; Gibco, USA) di-
bawa ke laboratorium. Pada jaringan tersebut di-
lakukan proses fisik dengan memotong-motong
menjadi bagian kecil dalam laminar-flow clean
bench steril (Thermo scientific, USA). Hasil proses
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Pe-
meriksaan menggunakan mikroskop cahaya (Olym-
pus, Japan) dilakukan untuk mengetahui pertumbuh-
an dan perkembangan sel baru. Hasil pemeriksaan
menggunakan mikroskop cahaya menunjukkan ada-
nya pertumbuhan jaringan fibroblas baru dan sel
baru. Selanjutnya sel baru diberi tanda atau label
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pada cawan petri

Isolasi sel fibroblas dilakukan menggunakan
Whatmann paper yang telah direndam larutan
EDTA-Trypsin 0,25% (Sigma-Aldrich, USA) da-
lam cawan petri (Falcon, USA). Selanjutnya, cawan
petri ditambahkan Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dia (Sigma-Aldrich, USA) 10% Foetal bovine se-
rum (FBS, Moregate, Australia). Sel fibroblas di-
inkubasi pada suhu 37°C setelah serial tripsinasi di-
lakukan. Kemudian, sel fibroblast baru distock dan
disimpan dalam refrigerator suhu -80°C.

Isolasi sel kanker oral baru dilakukan dengan
prosedur yang sama, yaitu Whatmann paper yang
telah direndam larutan EDTA-Trypsin 0,25%
(Sigma-Aldrich, USA) diletakkan pada dasar cawan
petri sesuai dengan tanda atau label yang telah di-
buat dan diinkubasi pada suhu 37°C. selama *+ 5
menit. Whatmann paper dipindah ke petri baru
berisi DMEM 10% FBS dan diinkubasi selama 24
jam. Serial prosedur tripsinasi dilakukan sampai di-
peroleh sel baru bebas fibroblast. Sel-sel baru ter-
sebut dikloning dengan label clone-1 sampai dengan
clone-10. Sel baru dengan pertumbuhan yang ter-
cepat dan sehat adalah sel yang dipelihara dan diberi
nama atau label baru, yaitu Sp-C1.

Karakteristik sel kanker oral (Sp-C1) baru berasal
dari penderita kanker lidah yang telah bermetastasis
ke limfonodi servikal. Sel Sp-C1 diisolasi dari lim-
fonodi servikal pasca neck dissection. Sel Sp-Cl
mempunyai diferensiasi baik (well differentiation)
dan belum mengalami invasi ke jaringan otot. Da-
lam kultur sel, Sp-C1 tumbuh cepat dalam Dul-
becco’s Modified Eagle Media (DMEM; Sigma-
Aldrich, USA) 10% FBS (Foetal Bovine Serum,, te-
tapi akan tumbuh lambat jika menggunakan media
Rosswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(Sigma-Aldrich, USA). Morfologi sel Sp-C1 terlihat
bentuk sel tidak beraturan seperti bulat oval, lonjong
dan pipih, tidak berkontak interseluler atau hidup
mandiri jika belum penuh pertumbuhannya (belum
confluent). Sel Sp-C1 yang sehat selalu melekat erat
di dasar cawan Petri (Falcon, USA) dan tidak me-
ngambang di permukaan media, kecuali sel yang
telah mati. Sel Sp-C1 mempunyai karakteristik kuat
terhadap ekspresi protein p45Skp2, atubulin, cyclin-
dependent kinase-2 (CDK-2), cyclin-E, metastatic
associated protein-1 (MTA-1), p27Kip1,dan protein
anti-apoptosis termasuk maspin. Sel Sp-C1 mem-
punyai sifat tumorigenisitas positif terhadap tikus
Nude dan tumorigenisitas negatif terhadap mencit
Wistar maupun tikus Sprague Dawley.

Konstruksi ekspresi vektor mamalia pcDNA3.1-
p27KPL mt (containing sense-oriented human mutant
type p27KPl ¢cDNA) dilakukan sebagai berikut:
pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, USA) merupakan eks-
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presi vektor mamalia yang berisi promoter sito-
megalo virus. pcDNA3.1 (+) dilarutkan dengan
Agel (Takara Biomedicals, Japan) dan Nhel
(Takara), kemudian didefosforilasi menggunakan
calf intestinal alkaline phosphatase (Roche Diag-
nostics, Germany). Fragmen p27XP mt [mutasi dari
Thr-187/Pro-188 (ACGCCC) menjadi Met-187/lle-
188 (ATGATC) disiapkan dari ekspresi vektor
pORF9-p27 mt yang termasuk artifisial p27*¥! mt
(Invivo Gen, USA). Selanjutnya fragmen terikat
dengan pcDNA3.1 (+). Dengan menggunakan anali-
sis sequencing, ikatan fragmen tersebut dikonfirmasi
menggunakan primer spesifik p27<PL-SQP1: 5°-
ATGTCAAACGTGCGAGTGTC-3’ untuk p27Kit
cDNA manusia. Sequencing DNA ditentukan de-
ngan metode dideoxy chain termination mengguna-
kan fluorescens-labeled primer dan thermo seque-
nase cycle sequencing kit? Pada penelitian ini,
plasmid cDNA3.1-p27K% mt dan cDNA3.1-neo di-
peroleh dari Dr. Koji Harada ph.D (Department of
Therapeutic Regulation for Oral Tumor, Institute
of Health Biosciences, Tokushima University, Ja-
pan). 16

Sel Sp-C1 (2x10* sel/sumur) yang telah ditrans-
feksi dengan pcDNA3.1-neo (kontrol) dan pcDNA
3.1-p27¥Pt mt (treatment) dibiakkan dalam cawan
petri 96 sumuran (Falcon, USA) dengan media
DMEM 10% FBS (Sigma-Aldrich, USA). Setelah
24 jam, media diganti dengan medium yang me-
ngandung Geneticine (Sigma-Aldrich, USA) atau
tidak mengandung Geneticine. Setelah 24 dan 48
jam inkubasi, 20 pl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, 5 mg/ml PBS)
(Sigma-Aldrich, USA) dimasukkan ke dalam setiap
sumuran. Setelah 4 jam inkubasi, media kultur
dibuang dan diganti dengan 100 ul DMSO (Nacalai
tesque, Japan). Densitas optik (OD) diukur pada
panjang gelombang 540 nm menggunakan Bio-Rad
microplate reader (Bio-Rad, USA). Penelitian di-
lakukan dengan 6 kali replikasi.t’

Analisis statistik dilakukan dengan program Stat
Work menggunakan komputer Macintosh (Cricket
Software, Philadelphia, PA). Perbandingan statistik
antar kelompok dilakukan dengan uji LSD. Per-
bedaan signifikan ditentukan dengan p< 0,05.

HASIL

Sel Sp-C1 sebagai model penelitian in vitro sel
kanker oral mempunyai morfologi dan pertumbuhan
sel spesifik. Morfologi sel Sp-C1 dan ekspresi
beberapa protein hasil analisis menggunakan Wes-
tern bloting ditunjukkan pada Gambar 1. Morfologi
sel Sp-C1 tampak tidak beraturan seperti bulat, bulat
oval, lonjong dan pipih. Sel Sp-C1 yang sehat selalu
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melekat erat di dasar cawan petri dan tidak me-
ngambang di permukaan media, kecuali sel mati.
Sel Sp-C1 mempunyai ekspresi protein spesifik ter-
utama protein anti-apoptosis (maspin dan MTA-1),
protein regulasi negatif siklus sel (komplek CDK 2-
Cyclin E), protein pemacu tumor (p45Skp2) dan
satu protein regulasi positif siklus sel jika sel Sp-C1
ditransfeksi dengan gen p27Kipl mt, yaitu p27Kip1.

A B
— p45Skp2
|a— 151 Tubulin
| w— p27Kipl

s | CDK-2

‘ w— | Cyclin-E

S MTA-1
' Maspin

Gambar 1. Karakteristik sel kanker oral baru (sel Sp-C1)
A. Morfologi dan pertumbuhan sel Sp-C1
yang belum confluent. B. Ekspresi beberapa
protein yang dihasilkan sel Sp-C1 melalui
analisis Western bloting

Relatif jumlah sel kanker Sp-C1 yang telah di-
transfeksi dengan pcDNA3.1-neo atau pcDNA3.1-
p27¥P1 mt dievaluasi dengan membandingkan ab-
sorbansi setiap sel pada hari ke-1 dan 2 mengguna-
kan uji MTT. Terlihat perbedaan bermakna terjadi
pada sel Sp-Cl transfektan. Jumlah sel Sp-Cl
pcDNA3.1-p27%!mt menunjukkan hambatan per-
tumbuhan yang bermakna dibandingkan dengan Sp-
C1 pcDNA3.1-neo (P< 0,05). Hambatan sel Sp-C1
pcDNA3.1-p27XP!mt pada jam ke-48 lebih kuat di-
bandingkan jam ke-24. Besarnya hambatan sel Sp-
C1 transfektan pada jam ke-24 dan -48 berturut-
turut sebesar 37% dan 45,4% (Gambar 2). Per-
bedaan kekuatan hambatan tersebut dikarenakan sel
Sp-C1 lebih lama berkontak dengan gen p27Kipl
mt dan paparan dosis yang lebih tinggi pada jam ke-
48, menyebabkan toksik pada sel kanker oral ter-
sebut. Selain itu, fungsi p27Kipl sebagai regulator
negatif siklus sel, menyebabkan hambatan per-
tumbuhan yang lebih tinggi pada jam ke-48.

a
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Relatif jumlah sel (OD 540)
o o o © =
P )

o e

24jam 48jam

Gambar 2. Uji hambatan pertumbuhan sel Sp-C1 meng-
gunakan transfeksi gen pcDNA3.1-p27Kipl
mt dan pcDNA3.1-neo yang diinkubasi se-
lama 24 dan 48 jam. * P< 0,05

PEMBAHASAN

Kultur sel Sp-C1 yang dibiakkan dalam cawan
petri berisi DMEM 10% FBS mempunyai ke-
cepatan pertumbuhan yang lebih tinggi dibanding-
kan sel yang dibiakkan dalam media RPMI 1640
10% FBS. Kondisi tersebut merupakan salah satu
karakteristik sel kanker oral Sp-C1 baru. Gambaran
spesifik dan unik lain termasuk tumorigenisitas yang
dapat bersifat positif atau negatif tergantung jenis
tikus yang digunakan dalam penelitian. Tumorigeni-
sitas positif tampak pada jenis tikus Nude dengan
latar belakang Balb/C yang diinjeksi sel Sp-C1
xenograft sebanyak 1x10° sel/tikus pada bagian
punggung tikus, sedangkan tumorigenisitas negatif
terjadi pada tikus Wistar maupun Sprague-Dawley
yang diinjeksi sel Sp-C1. Hasil tersebut mungkin
karena kedua jenis tikus tersebut mempunyai daya
tahan tubuh atau imun tubuh yang baik, sehingga
sel-sel Sp-C1 yang diinjeksikan secara xenograft
dapat dilisiskan.'® Karakteristik lain sel kanker oral
Sp-Cladalah ekspresi protein anti-apoptosis dan
regulasi negatif siklus sel yang kuat. Protein anti-
apoptosis atau inhibitory apoptosis protein (IAP) se-
perti protein maspin dan MTA-1 terekspresi pada
sel Sp-C1. Begitu pula protein Cdk-2 dan cyclin E
yang merupakan regulator negatif siklus sel ter-
ekspresi pada sel Sp-C1 melalui analisis Western
bloting (Gambar 1). Semua protein tersebut merupa-
kan protein pemicu tumor (tumor promoter protein)
yang merupakan ciri khas sel kanker.

Ekspresi tinggi pada salah satu marker protein sel
kanker oral, yaitu protein p45Skp2 yang merupakan
co-aktivator p27Kipl mengindikasikan bahwa Sp-
C1 merupakan sel kanker oral dengan agresivitas
pertumbuhan sel dan metastasis tinggi. Dilaporkan
bahwa tingginya ekspresi p45Skp2 menunjukkan
prognosis buruk dan tingkat keganasan tinggi pada
penderita kanker kolon,® limfoma,° gastrik,? oral,'’
dan paru.? p45Skp2 knock-out (-/-) pada tikus Nude
menunjukkan pertumbuhan sel kanker lebih lambat
dan meningkatkan aktivitas apoptosis dibandingkan
kontrol atau p45Skp2 (+/+).2

Hasil penelitian menggunakan sel Sp-Cl yang
ditransfeksi dengan gen pcDNA3.1-p27Kipl mt dan
pcDNA3.1-neo (empty vector) menunjukkan bahwa
sel Sp-C1-pcDNA3.1-p27Kipl mt dapat meningkat-
kan hambatan pertumbuhan sel kanker pada jam ke-
24 sebesar 37% dan jam ke-48 sebanyak 45,4%.
Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa
hambatan sel Sp-C1 disebabkan oleh gen p27K¥Pt mt
dan bukan oleh efek non spesifik seperti toksisitas
vector atau plasmid. Dilaporkan bahwa transfeksi
pcDNA3.1-p27Kipl mt pada sel Sp-C1 yang di-
injeksikan xenograft pada punggung tikus me-
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ningkatkan hambatan pertumbuhan sel dengan me-
nurunnya ukuran volume tumor tanpa menimbulkan
gangguan pada berat badan tikus dan efek sistemik
di tubuh 2. pcDNA3.1-p27%! mt dilaporkan lebih
resisten terhadap degradasi ubiquitin-proteasom dan
lebih stabil dibandingkan p27Kipl wild type (wt),
sehingga p27KP! mt mempunyai aktivitas antitumor
lebih kuat dibandingkan p27Kip1 wt.*®

Penggunaan plasmid (cDNA3.1)-neo terhadap pc
DNA3.1-p27Kipl mt dimaksudkan sebagai kontrol
vektor atau plasmid yang tidak diberi perlakuan
apapun (empty vector). Dikarenakan gen treatment
menggunakan pcDNA3.1 yang ditransfeksi dengan
p27Kipl mt menjadi pcDNA3.1-p27Kipl mt, maka
idealnya sebagai kontrol internal menggunakan
pcDNA3.1-neo. Supriatno et al.'> melaporkan peng-
gunaan pcDNA3.1-neo sebagai kontrol internal ter-
hadap pcDNA3.1-p27Kipl mt dan pcDNA3.1-
p27Kipl wild type (wt) yang bioaktivitas antitumor-
nya sangat berbeda dibandingkan kontrol pada sel
kanker leher-kepala.

Kesimpulan, sel Sp-C1 merupakan sel kanker oral
baru kultur primer yang berasal dari jaringan epitel
limfonodi servikal termetastasis kanker lidah yang
mempunyai karakteristik pertumbuhan sel yang re-
latif cepat dalam DMEM 10% FBS, melekat erat
pada dasar cawan petri dan mempunyai ekspresi
protein spesifik terutama protein regulator positif
siklus sel dan protein anti-apoptosis. Sel Sp-C1 co-
cok digunakan untuk model penelitian in vitro kan-
ker mulut. pcDNA3.1-p27XP1 mt mempunyai poten-
si hambatan pertumbuhan sel Sp-Cl yang Kuat.
Metode transfer gen secara in vitro merupakan pro-
sedur yang sederhana dan suatu strategi baru terapi
gen terhadap sel kanker oral.
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