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BABI

DEFINISI DAN KONSEP DASAR
PROLIFERASI DAN APOPTOSIS

Standar Kompetensi

Sesudah mempelajari Bab ini, mahasiswa diharapkan dapat:
1. Menjelaskan konsep dasar proliferasi sel

2. Menjelaskan konsep dasar apoptosis sel

1.1. Dasar Proliferasi Sel

Kanker adalah proliferasi sel yang berlebih-lebihan, tak
terkendali, tak mengikuti kaidah-kaidah pertumbuhan sel normal.
Proliferasi berlebihan ini terjadi akibat mutasi gen. Mutasi genetik
timbul secara bertahap, akibat hit yang merubah urutan
nukleotida (multihit theory). Pertumbuhan sel normal dipengaruhi
oleh keseimbangan antara onkogen, fumor suppressor gen, repair
gene dan apoptosis genme. Onkogen merupakan gen yang
merangsang proliferasi sel, sedangkan tumor suppressor gen

menghambat proliferasi. Dengan demikian aktifitas proliferasi sel
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dipengaruhi oleh ekspresi onkogen, tumor suppressor gen maupun
repair gene dan apoptosis gene. Hasil dari aktivitas berbagai gen
tersebut menyebabkan proliferasi sel yang tak terkendali, secara
klinik tumbuh benjolan (kanker) yang pada akhirnya berkembang
menjadi stadium lanjut (Constantinides P, 1994; Derenzini M,
1994; Derenzini M and Trere D, 2000).

Selama ini kanker berdiferensiasi jelek dianggap
mempunyai prognosis lebih buruk oleh karena diduga
mempunyai aktivitas proliferasi sel lebih tinggi dibanding
diferensiasi baik. Untuk menilai aktivitas proliferasi pada
keganasan kanker belum digunakan pendekatan tingkat
molekuler. Berbagai penelitian pada dekade terakhir ini
menunjukkan hubungan yang erat antara potensi keganasan
dengan lesi di tingkat molekuler. Aktivitas proliferasi dapat dinilai
baik dengan parameter statis maupun dinamis. Hitung AgNOR
(argyrophilic nucleolar organizer region) merupakan salah satu
parameter statis penilaian aktivitas proliferasi yang mudabh,
sederhana dan tidak mahal. Hitung AgNOR ini berupa bintik
kehitaman sebagai protein yang dihasilkan oleh kromosom13
yang akan tampak dengan pengecatan perak (AgNOR) yang
menggambarkan aktivitas proliferasi sel kanker (Derenzini M and
Trere D, 2000; Derenzini M, et al, 2000; Pich A and Chiusa L, 2000).

Proliferasi merupakan salah satu sifat biologik sel yang
mempunyai peran dalam mempengaruhi efek radiasi pada sel
bersangkutan karena telah diketahui bahwa sel yang sensitif
terhadap radiasi adalah sel dalam fase gap 2 (G2) dan mitosis (M)
dalam siklus proliferasi (Tjahjono, 2002; Pich A, et al, 2000; Trere D,
2000; Irawan, 2008).

Proliferasi sel menghasilkan dua sel yang berasal dari satu
sel. Keadaan ini membutuhkan pertumbuhan sel yang kemudian

diikuti oleh pembelahan (divisi)sel. Pertumbuhan sel yang tidak
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terkendali merupakan ciri khas kanker. Sel kanker secara umum
berisi biomolekul yang diperlukan untuk bertahan, proliferasi,
diferensiasi, kematian sel dan ekspresi tipe sel dengan fungsi
khusus (specific functions). Kegagalan regulasi fungsi inilah yang
menghasilkan perubahan fenotip dan kanker. Pada jaringan
normal, proliferasi sel mengarah kepada penambahan jaringan
dimana jumlah sel tidak hanya tergantung kepada proliferasi sel
tetapi juga oleh kematian sel. Kematian sel terprogram (apoptosis)
adalah proses dikeluarkannya sel-sel yang rusak. Keseimbangan
antara produksi sel baru dan kematian sel itulah yang
mempertahankan sel yang tepat pada jaringan (homeostasis)
(Brody JG dan Rudel RA, 2003; Tan PH, 2001).

Proses apoptosis dapat terjadi melalui beberapa jalur. Salah
satu jalur yang mempunyai kaitan erat dengan kanker adalah
melalui induksi apoptosis oleh protein p53. Protein p53 merespon
kerusakan DNA atau stres sel yang meliputi aktivitas onkogen
(gen pendorong terbentuknya tumor), hipoksia (kekurangan
oksigen dalam sel), erosi telomerase (pemendekan DNA akibat
non-aktif-nya enzim telomerase) dan stres sel yang lain (Stokloza
T and Golab ], 2005). Aktivitas transkripsi dari p53 bergantung
pada pembentukan tetramer dari protein tersebut yang
berinteraksi dengan DNA dengan urutan yang spesifik (sequence-
specific). Tiap subunit p53 terdiri dari 4 domain yang berbeda
fungsinya. Residu 1 sampai residu 44 merupakan ujung N yang
sedikit terlipat sebagai domain pengaktif transkripsi. Domain inti
merupakan bagian yang berinteraksi dengan DNA dan berawal
dari residu 102 sampai residu 292. Residu 320 sampai residu 356
bertanggung jawab atas pembentukan tetramer, sedangkan residu
356 sampai residu 393 merupakan domain regulator (Zhao K, et
al., 2001). Kurang lebih 55% sel tumor pada manusia kehilangan
fungsi p53 akibat mutasi. Hilangnya fungsi p53 menyebabkan
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kerusakan DNA atau kecacatan pada sel yang lain yang tidak
diikuti dengan penghentian penggandaan dan/atau proses
apoptosis meskipun terjadi kenaikan konsentrasi p53 (Bykov V. J,
et al., 2002; Joerger D. C, et al,, 2005).

Ki-67 sebagai pertanda proliferasi pertumbuhan tumor
ganas sangat bervariasi dan ini mencerminkan keadaan klinisnya,
begitupun, proliferasi adalah gambaran kunci progresifitas
tumor.Ki-67 dikenali pertama kali oleh Gerdeset et al tahun 1991
sebagai protein non histon. Ki-67 adalah antigen inti berhubungan
dengan proliferasi yang diekspresikan pada semua tahap siklus
sel, yang diekspresikan pada sel yang berproliferasi selama
pertengahan fase G1, meningkat pada saat memasuki fase S dan
G2, dan mencapai puncak pada fase M pada silus sel, dan
dikatabolisme dengan cepat pada akhir fase M dan tidak
terdeteksi pada fase GO dan awal Gl.Pengukuran proliferasi
tumor menjadi sangat penting pada penelitian bidang kanker
payudara. Hal ini tidak hanya disebabkan oleh karena peran
indikator prognostik dari aktivitas proliferasi, tetapi juga
pengukuran aktivitas proliferasi yang berperan dalam angka
pertumbuhan tumor dan penilaian respon terhadap pengobatan.
Marker proliferasi tumor dan angka pertumbuhan tumor
dipercaya sebagai parameter prognostik baru dalam kanker
payudara. Kanker payudara mengekspresikan ki67 level tinggi,
suatu marker inti proliferasi sel yang berhubungan dengan

outcome yang buruk.

4 Teori dan Apoptosis




1.2. Dasar Apoptosis Sel

Istilah apoptosis (a-po-toe-sis) pertama kali digunakan
dalam makalah sekarang-klasik oleh Kerr, Wyllie, dan Currie pada
tahun 1972 untuk menggambarkan bentuk morfologi yang
berbeda dari kematian sel, meskipun tertentu komponen konsep
apoptosis telah secara eksplisit dijelaskan bertahun-tahun
sebelumnya(Kerr J.F, et al, 1972; Paweletz N, 2001;Kerr ].F, 2002).
pemahaman kita tentang mekanisme yang terlibat dalam proses
apoptosis pada sel mamalia terjadi dari penyidikan dari
diprogram kematian sel yang terjadi selama perkembangan
nematodaelegans Caenorhabditis (Horvitz, H.R, 1999).

Dalam organisme ini 1090 sel somatik yang dihasilkan
dalam pembentukan dewasa worm, yang 131 dari sel-sel ini
mengalami apoptosis atau “kematian sel terprogram.” 131 ini sel-
sel mati pada titik-titik tertentu selama proses perkembangan,
yang pada dasarnya adalah invariant antara cacing, menunjukkan
akurasi yang luar biasa dan kontrol dalam sistem ini. Apoptosis
sejak itu telah diakui dan diterima sebagai modus khas dan
penting “diprogram” kematian sel, yang melibatkan penghapusan
ditentukan secara genetik sel. Namun, penting untuk dicatat
bahwa bentuk-bentuk lain dari kematian sel terprogram telah
dijelaskan dan lainnya bentuk kematian sel terprogram mungkin
belum ditemukan (Formigli L, et al., 2000; Sperandio S, et al.,2000;
Debnath J, et al., 2005).

Apoptosis merupakan jalur kematian sel yang dipacu oleh
mekanisme pengaturan intraseluler dimana sel yang mati
mengaktifkan enzim yang mendegradasi DNA nukleus sel dan
protein sitoplasma. Sel yang mengalami apoptosis, morfologinya
berupa sitoplasma mengkerut, membran berbentuk gelembung,
kondensasi kromatin (DNA dan protein) dan fragmentasi pada

membran yang menggelembung. Apoptosis pada kondisi
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fisiologis berfungsi untuk mengatur jumlah sel, proliferasi dan
menghilangkan sel yang sudah tidak berguna lagi sebagai suatu
perkembangan normal dari sel, seperti pada embriogenesis,
hormone-dependent involution pada siklus menstruasi dan atresia
folikel pada menopause, delesi sel pada proliferasi sel epitel,
eliminasi sel reaktif limfosit yang berlebihan, kematian sel yang
diinduksi oleh sel T sitotoksik pada infeksi virus dan
perkembangan tumor (Cahyanti R.D, 2008).

Apoptosis terjadi biasanya selama pertumbuhan sampai
penuaan dan sebagai mekanisme homeostatis untuk
mempertahankan populasi sel dalam jaringan. Apoptosis juga
terjadi sebagai mekanisme pertahanan seperti di reaksi imun atau
ketika sel-sel yang rusak oleh penyakit atau berbahaya agen
(Norbury CJ and Hickson ID). Meskipun ada berbagai rangsangan
dan kondisi, baik fisiologis dan patologis, yang dapat memicu
apoptosis, tidak semua sel akan selalu mati dalam menanggapi
stimulus yang sama. Iradiasi atau obat yang digunakan untuk
hasil kemoterapi kanker pada kerusakan DNA di beberapa sel,
yang dapat menyebabkan kematian apoptosis melalui jalur p53-
dependent. Beberapa hormon, seperti kortikosteroid, dapat
menyebabkan kematian apoptosis dalam beberapa sel (misalnya,
thymocytes) meskipun sel-sel lain tidak terpengaruh atau bahkan
dirangsang.

Apoptosis juga terjadi pada kondisi patologi, dimana
apoptosis bertanggung jawab pada kematian sel seperti stimulasi
kerusakan eksternal pada radiasi, obat sitotoksik anti-kanker,
infeksi virus, atrofi patologi pada parenkim organ setelah adanya
obstruksi saluran, semisal pada pankreas dan ginjal, juga kematian
sel pada tumor. Disregulasi proses kematian sel ini mempunyai
peranan pada patogenesis dari penyakit. Penilaian jumlah sel yang

mengalami kematian karena apoptosis dinyatakan dalam indeks
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apoptosis (Ghobrial IM, et al, 2005; Kaufmann Sh, Hengartner MO,
2001; Kumar V, et al, 2005).

Beberapa sel mengekspresikan reseptor Fas atau TNF yang
dapat menyebabkan apoptosis melalui ligan binding dan protein
cross-linking. Sel lain memiliki kematian jalur lainnya yang harus
diblokir oleh faktor kelangsungan hidup seperti hormon atau
faktor pertumbuhan. Ada juga isu yang membedakan apoptosis
dari nekrosis, dua proses yang dapat terjadi secara independen,
secara berurutan, serta secara bersamaan (Hirsch, 1997; Zeiss,
2003). Dalam beberapa kasus itu adalah jenis rangsangan dan atau
tingkat rangsangan yang menentukan apakah sel-sel mati oleh
apoptosis atau nekrosis. Pada dosis rendah, varietas rangsangan
merugikan seperti panas, radiasi, hipoksia dan obat anti kanker
sitotoksik dapat menginduksi apoptosis tetapi ini rangsangan
yang sama dapat mengakibatkan nekrosis pada dosis yang lebih
tinggi. Akhirnya, apoptosis adalah proses terkoordinasi dan sering
energi tergantung yang melibatkan aktivasi sekelompok protease
sistein disebut “caspases” dan kaskade kejadian yang kompleks
yang menghubungkan memulai rangsangan untuk kematian akhir

dari sel.
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BAB II

PROSES REGULASI DAN SIKLUS SEL,

MEKANISME PROLIFERASI SEL DAN
JALUR APOPTOSIS SEL

Standar Kompetensi

Sesudah mempelajari Bab ini, mahasiswa diharapkan dapat:

1. Menjelaskan proses regulasi dan siklus sel

2. Menjelaskan mekanisme proliferasi sel

3. Menelusuri jalur apoptosis sel baik jalur mitokondria maupun
jalur reseptor kematian

OO
2.1. Siklus Sel

Pada sel yang tidak mengalami transformasi, pembelahan
selular merupakan suatu proses yang teratur dan di regulasi
secara ketat serta melibatkan beberapa checkpoint yang menilai
sinyal pertumbuhan ektraseluler, ukuran sel, dan integritas DNA.
Replikasi DNA terjadi pada fase S dan pemisahan kromosom
menjadi anak keturunan (daughter progeny) terjadi pada mitosis

(fase M). Kedua fase “gap” termasuk Gi, di mana sel
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mempersiapkan diri untuk sintesis DNA, dan G;, dimana sel

mempersiapkan diri untuk mitosis (Gambar 2.1).

p21°et Inkab Inkda
Kipt 15 pi6
gg;m pigitke  pqglaked

Gambar 2.1.

Salah Satu Sistem Regulasi Siklus Sel Pada Kanker Paru (dimodifikasi dari
Rom WN, et al, 2000; Giacinti C, Giordano A, 2006).

Cyclin  dan  cyclin-dependent  kinases (CDK) yang
berhubungan adalah mesin pusat yang mengawasi progresi siklus
sel. Setelah diaktivasi, cyclin/CDK membentuk kompleks yang
memulai fosforilasi protein lain dan kompleks cyclin/CDK
downstream. Perubahan pada protein tersebut, yang menyebabkan
kegagalan dalam penghentian siklus sel (cell cycle arrest),
kemudian dapat berfungsi sebagai pertanda dari suatu fenotipe
yang lebih ganas (Singhal S, et al, 2005).
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Transisi Gi1-S. Kegagalan penghentian siklus sel pada
transisi G1-5 dapat menyebabkan proliferasi seluler yang tidak
terkendali (Gambar 1). Produk dari gen kerentanan retinoblastoma,
Rb, berperan penting dalam transisi Gi-S. Dalam keadaan tidak
terfosforilasi, Rb mencegah perkembangan dari fase G1 menjadi S
dengan mengikat faktor transkripsi kunci, E2F/DP-1. Setelah
protein Rb mengalami fosforilasi oleh kompleks cyclin D/CDK,
atau jika Rb mengalami mutasi atau tidak diekspresikan, E2F
dilepaskan sehingga memungkinkan transkripsi dari sederetan
gen yang meregulasi metabolisme DNA (Dimova DK, Dyson NJ,
2005). Selain itu, molekul CDK dan cyclin lainnya juga diaktivasi.
Hal tersebut kemudian memungkinkan sel untuk melewati suatu
“titik restriksi” (“restriction point”) dimana sel berlanjut ke sisa dari
siklus tersebut (Singhal S, et al, 2005).

Up-regulasi proto-onkogen cyclin D1 diketahui penting
dalam regulasi jalur siklus sel. Suatu peningkatan pada ekspresi
gen tersebut memungkinkan hilangnya integritas titik restriksiG;.
Kompleks cyclin E/CDK2 juga dapat memfosforilasi Rb, serta
substrat lain, dan merupakan suatu regulator penting dalam
memasuki fase S siklus sel. Suatu mekanisme penting untuk
regulasi aktivitas CDK melibatkan inhibitor CDK, yaitu kelas
protein yang beragam yang terikat pada CDK dan
menginaktivasinya. Inhibitor tersebut diatur menjadi dua famili
berdasarkan struktur dan fungsi: famili Cip/Kip (p21, p27, p57)
dan famili INK4 (p16, P18, p19). Meskipun fungsi inhibitor CDK
bersifat kompleks, mereka umumnya dipercaya melakukan
regulasi siklus sel sebagai respon terhadap sinyal inhibitor
pertumbuhan, seperti kerusakan DNA, hipoksia, kelaparan serum
(starvation serum), dan transforming growth faktor-p (TGE-P).
Inhibitor CDK p21 (juga dikenal sebagai WAF1, CIP1)

menghambat progresi melewati siklus sel melalui beberapa
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mekanisme. CDK p21 dapat menghambat kompleks cyclin
D/CDK4 dan cyclin E/CDK2 secara awal pada G; dan juga dapat
menghambat kompleks cyclin A/CDK2 kemudian, sebelum
transisi fase S/fase G» (Hwang HC, Clurman BE, 2005; Pei XH,
Xiong Y, 2005).

S dan Gi. Progresi melalui fase S pada prinsipnya di
regulasi oleh ekspresi dan aktivitas kinase dari kompleks cyclin
A/CDK2. Transisi Go-M. Checkpoint utama kedua dalam siklus sel
terjadi pada transisi dari Gz ke M. Cyclin B1/Cdc2 merupakan M
phase-promoting faktor klasik yang mendorong entry ke mitosis.
Hubungan antara cyclin B dengan bentuk aktif Cdc2 mengawali
kondensasi kromosom, destruksi membran inti, dan perakitan dari
spindle mitosis. Regulator dari Cdc2 berperan sentral dalam
checkpoint Goyang diinduksi oleh kerusakan DNA, yaitu suatu
respon seluler terhadap kerusakan DNA yang memberikan waktu

perbaikan dan mencegah mitosis dari sel yang rusak.

Siklus sel diatur oleh berbagai macam gen dan protein
yang mana dalam keadaan normal saling berhubungan. Kelainan
pada gen dan ekspresi protein gen tersebut dapat dibagi menjadi
tiga, pertama adalah Proto-onkogen, gen yang termasuk dalam
kelompok ini diantaranya adalah gen Her2-neu, RAS, MYC, dan
CDKI1. Proto-onkogen merupakan suatu gen yang berfungsi untuk
meningkatkan proliferasi sel dalam keadaan normal, sehingga
mengarah pada pertumbuhan sel yang tidak terkendali. Yang
kedua adalah gen penekan tumor yang mengalami inaktivasi, gen-
gen yang termasuk dalam kelompok ini adalah BRCA1, BRCA2,
dan p53 (Kumar V, et al., 2010).

Terjadinya inaktivasi pada BRCA1l dan BRCAZ2
menyebabkan gangguan repair kerusakan sel atau DNA.
Sedangkan inaktivasi pada p53, misalnya pada sel yang

mengalami mutasi atau kehilangan gen p53, maka ekspresi protein
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p53 tidak terjadi atau ekspresi protein p53 terjadi namun tidak
dapat berfungsi sebagai pengaktivasi proses transkripsi pada
beberapa gen target seperti gen inhibitor kinase dipendent-cydin
CDKNIA (p21) dan GADD45. Protein p21 yang tidak teraktivasi
menyebabkan siklus sel tidak dapat berhenti pada akhir fase Gl
dan GADD45 yang tidak mengalami aktivasi, menyebabkan
perbaikan DNA pun tidak dapat terjadi. Juga dengan terjadinya
efek proapoptosis oleh p53 yang diperantarai melalui peningkatan
sintesis BAX, sehingga pada sel yang mengalami mutasi atau
kehilangan gen p53 tidak mengalami aktivasi pada gen apoptosis
BAX, Terjadinya inaktivasi pada BAX menyebabkan sel tidak
mengalami apoptosis. Yang terakhir adalah gen pengatur
apoptosis yang mengalami perubahan, seperti pada gen BAX dan
BCL2. Terjadinya inaktivasi pada BAX menyebabkan sel tidak
mengalami apoptosis. Selain itu perubahan fungsi inhibisi
apoptosis gen BCL2 justru menimbulkan terjadinya peningkatan
ekspresi gen atau over ekspresi gen tersebut, mengakibatkan sel

semakin tidak mengalami apoptosis (Kumar V, et al., 2010).

2.2. Proliferasi Sel

Proses proliferasi sel mamalia diatur oleh pengatur (mesin)
siklus sel. Progresi siklus sel merupakan serangkaian kejadian
yang dikendalikan dengan ketat yang secara positif diatur oleh
cyclin-dependent kinases (CDKs) dan sub unit regulator siklin
mereka, dan secara negatif teregulasi oleh CDK inhibitors (CDKIs)
serta fumour suppressor genes (TSG). Faktor-faktor mitogenic
mengikat reseptor mereka dan mengawali serangkaian peristiwa
yang mengakibatkan aktivasi CDKs yang pada gilirannya
mengatur perkembangan siklus sel, sintesis dan replikasi DNA
serta mitosis (Motoshima H, et al, 2006). Meskipun sejumlah faktor
pertumbuhan telah dilaporkan menggunakan jalur sinyal berbeda
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untuk meningkatkan sintesis DNA, jalur sinyal tersebut diaktifkan
oleh faktor-faktor pertumbuhan individu yang seharusnya
berfokus pada downstream regulators siklus sel seperti CDKs dan
CDKIs. Dengan demikian jalur utama menuju transisi G0/G1/S
merupakan CDK-terinduksi hiperphosphorilasi dari hasil gen
retinoblastoma (Rb), yang berfungsi sebagai salah satu pengatur
molekuler yang bertugas untuk mereplikasi DNA pada sel.
Hyperphosphorylation dari Rb dihasilkan melalui faktor transkripsi
E2F, yang menginduksi ekspresi gen yang diperlukan selama
perkembangan melalui fase S, G2 dan M (Weinberg RA, 1995).
Dengan tidak adanya fosforilasi oleh CDKs, maka Rb mengikat
dan mengisolir E2F, sehingga dapat mencegah aktivasi transkripsi
dan kemudian menginduksi E2F-tergantung gen. CDKIs, seperti
p21CIP dan p27KIP, secara negatif mengatur proses ini dengan
penghambatan aktivitas cyclin/CDKs dan fosforilasi Rb,
mengakibatkan G1 arrest (Hunter T, Pines J, 1994). Perkembangan
siklus sel diatur oleh keseimbangan antara tingkat dan kegiatan
cyclin-kompleks CDK, CDKIs dan protein suppressor pertumbuhan
lainnya seperti p53.

Suppressor tumor ekspresi p53 dan fungsinya diatur secara
ketat oleh fosforilasi p53. Stres seluler, seperti y-iradiasi dan
kekurangan glukosa, menginduksi fosforilasi p53 pada Ser-15
(Jones RG, et al, 2005). Protein 53 yang terfosforilasi menginduksi
pertumbuhan sel arrest dan/atau apoptosis melalui regulasi
transkripsi respons gen p53 seperti p21CIP dan p53AIP1 (Bode
AM, Dong Z, 2004).

Berhentinya sel saat memasuki fase pertumbuhan nol (G0)
yang terinduksi kembali setelah memasuki siklus sel oleh growth
faktor yang berfungsi untuk menstimulasi proses proliferasi sel.
Aspek spasial dan temporal merupakan ciri yang secara signifikan

mengaktivasi  proliferasi sel dengan jalur sinyal faktor
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pertumbuhan (gambar 2.3). Masalah spasial berhubungan dengan
fakta bahwa faktor pertumbuhan berfungsi pada permukaan sel
untuk menyampaikan informasi ke sel target internal, yang
banyak ditemukan pada inti sel. Sedangkan terkait masalah
temporal, jalur sinyal bekerja dalam masa yang panjang dalam
fase G1 (Berridge M], 2009). Hal ini membutuhkan waktu untuk
menstimulasi sel memasuki siklus sel secara langsung selama
proses miosis pada saat fertilisasi, dimana Ca?* bertahan selama 2
jam sebelum zigot siap untuk memulai pertumbuhan dan
perkembangan. Dengan demikian, sinyal yang disampaikan
selama proses proliferasi disesuaikan dengan informasi dari
receptor faktor pertumbuhan ke nucleus yang membutuhkan
waktu yang lama (Bartek J, Lukas ], 2007).

Berbagai jalur sinyal digunakan untuk menyampaikan
informasi ke dalam sel yang terdiri dari bagian-bagian penting,
dimana beberapa bagian sel cukup stabil dalam menyampaikan
informasi yang jauh ke dalam sel, sehingga dapat menyelesaikan
masalah waktu yang lama. Permulaan terjadinya sinyal dipicu
oleh kemampuan faktor pertumbuhan yang mengatur tahapan
faktor pertumbuhan berikutnya (Berridge M], 2009).

Ada 2 alasan yang dapat dikemukakan sebagai solusi:
pertama, mekanisme sinyal menunjukkan kepekaan yang lemah,
sehingga memungkinkan sinyal terjadi dalam waktu panjang;
kedua, jalur sinyal memicu cascade pada transkripsi gen yang
berperan dalam melindungi informasi yang disampaikan selama
fase Gl. Salah satu mekanisme yang digunakan adalah dengan
menginduksi ekspresi jalur sinyal lainnya yang berfungsi pada
fase G1. Selama proses terjadinya transkripsi cascade, reseptor
faktor pertumbuhan memberikan jalur sinyal tambahan yang

menyampaikan informasi dari luar sel untuk memicu aktivitas

Aspek Dasar Molekuler Proliferasi dan Apoptosis 17




siklus sel yang bertanggungjawab dalam memulai sintesis DNA
(Branzei D, Foiani M, 2008).

Secara singkat, faktor pertumbuhan menggunakan
sejumlah mekanisme persinyalan untuk memulai proses
proliferasi sel. Proses pertama dimulai dari fase G1, kemudian
jalur sinyal mengirimkan informasi ke inti sel untuk memicu
transkripsi cascade yang berakhir pada fosforilasi protein
retinoblastoma (Rb) pada “titik restriksi” (“restriction point”). Jalur
sinyal dependen yang berperan dalam faktor pertumbuhan,
berkurang selama pada fase G1, dan berfungsi untuk memicu
proses terjadinya siklus sel sampai selesai secara bertahap
kemudian ke siklus sel endogen melalui mekanisme sinyal yang
didasarkan pada cascade cyclin (Enders GH, 2008; Berridge M]J,

growth factor

signaling pathways Cytoplasm

Nucleus
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Cyclin A
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Gambar 2.2.
Mekanisme Proses Proliferasi Sel Pada Sel (dimodifikasi dari Berridge MJ.
2009).

Penjelasan: Proses faktor pertumbuhan diawali dengan sejumlah

jalur sinyal yang mengirimkan informasi ke dalam nukleus untuk
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langsung mengaktifkan gen awal. Beberapa gen ini mengkode
informasi untuk ekspresi progresi growth factors (GFs) dan growth
faktor receptors (GFRs) untuk membentuk autokrin loop untuk
memicu peristiwa berikutnya. Gen awal lainnya yang mengkode
faktor-faktor transkripsi seperti E-26 (ET), Jun dan Myc untuk
memicu/memulai transkripsi gen berikutnya, seperti cyclin D,
yang digabungkan dengan cyclin-dependent kinases (CDKs) untuk
memfosforilasi protein retinoblastoma (Rb): salah satu kunci gate-
keepers yang melindungi bagian tersebut melalui restriction point
(R). Sebuah peristiwa penting pada restriction point (R) adalah
fosforilasi Rb, yang menghilangkan penghambatan E2F dan
memungkinkan faktor transkripsi E2F untuk meningkatkan
ekspresi dari komponen siklus sel (misalnya cyclin E, cyclin A dan

cdc25A) yang bertanggung jawab untuk memulai sintesis DNA.

2.3. Apoptosis

Apoptosis atau kematian sel terprogram adalah suatu
proses dengan Kkarakteristik morfologi yang khas termasuk
blebbing membrane plasma, penyusutan sel, kondensasi dan
fragmentasi kromatin (Vermeulen K, et al, 2005). Gupta S (2001a,b)
apoptosis merupakan suatu bentuk fisiologi bunuh diri sel yang
berperan dalam embriogenesis, metamorphosis, keseimbangan
selular dan suatu mekanisme pertahanan untuk menghilangkan
sel terinfeksi, termutasi atau rusak. Apoptosis adalah suatu proses
kematian sel yang terjadi pada sel tunggal secara terprogram yang
ditandai dengan gambaran morfologi dan biokimiawi khas
sebagai akibat dari inisiasi oleh stimuli fisiologi maupun patologi
tanpa menimbulkan reaksi radang (Zeiss, C], 2003). Apoptosis
merupakan sebuah pelestarian evolusioner dan bunuh diri sel
yang diatur secara genetic yang berperan penting dalam

perkembangan dan pemeliharaan homeostasis jaringan pada
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organisme multi selular (Shivapurkar N, et al, 2003). Pada
peristiwa apoptosis sitoplasma sel tidak keluar sehingga berbagai
respons radang tidak terjadi (Chang HY, Yang X, 2000).

Apoptosis ditandai oleh hilangnya hubungan selular
dengan matriks, kontraksi sitoplasma, kondensasi kromatin,
blebbing membrane plasma dan fragmentasi DNA menjadi
oligosome yang besar dan kecil. Kematian sel yang alami berperan
penting dalam banyak proses normal seperti perkembangan janin
dan homeostasis jaringan. Regulasi apoptosis berkontribusi
terhadap banyak penyakit termasuk kanker. Apoptosis memiliki
peran dalam proses fisiologis auto destruksi seluler yang penting
bagi perkembangan, pemeliharaan homeostasis dan pertahanan
hospes organisme multi selular (Daniel NN, Krosmeyer SJ, 2004).
Apoptosis merupakan bagian dari perkembangan fisiologi tubuh
normal selama masa perkembangan serta sebagai mekanisme

homeostasis jaringan dan mekanisme pertahanan tubuh.

Apoptosis atau kematian sel yang terprogram melibatkan
aktivasi suatu mesin intraseluler yang membutuhkan energi, yang
di regulasi secara ketat dan dikonservasi selama evolusi.
Apoptosis mempengaruhi sel tunggal secara asinkron, biasanya
tanpa adanya perubahan inflamasi. Hal tersebut terlibat dalam
morfogenesis jaringan embrio serta dalam homeostasis organ dan
jaringan dewasa (Vermeulen K, et al, 2005). Sel apoptotik pertama
kali diidentifikasi oleh serangkaian perubahan morfologi yang
khas, dan morfologi masih menjadi bukti eksperimental penting
dari proses yang mendasari. Awalnya, integritas membran sel
dipertahankan sementara terjadi perubahan yang hampir tidak
terlihat, misalnya paparan phosphatidylserine. Karakteristik sel
apoptosis lainnya termasuk pengerutan selular, blebbing membran,
kondensasi dan fragmentasi inti kromatin. Pada akhirnya, sel

terpecah menjadi fragmen yang dikelilingi membran (apoptotic
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bodies) yang dimakan secara in wvivo oleh fagosit profesional
(makrofag dan sel dendritik). Dalam kultur sel, apoptotic bodies
akan kehilangan integritas membran plasma pada akhir tahapan
apoptosis, diikuti dengan disintegrasi sel yang lengkap, yang juga
disebut nekrosis sekunder (Vermeulen K, ef al, 2005).

Apoptosis dibagi menjadi 3 fase yaitu fase induksi, fase
efektor, fase degradasi. Pada fase induksi tergantung pada sinyal
penyebab kematian yang menstimulasi sinyal proapoptosis dan
memulai kaskade. Sinyal penyebab kematian tersebut antara lain
reactive oxygen species (ROS) (Deshpande SS, et al, 2000), ceramide,
aktivasi berlebihan jalur Ca2+, protein famili B-cell lymphoma-2 (Bcl-
2) seperti Bcl-2 associated x protein (Bax) dan Bcl-2 associated death
promoter (Bad). Pada fase efektor, sel akan mengalami kematian
karena kerja pusat pengatur yaitu mitokondria mengarah pada
kematian sel. Fase terakhir yaitu fase degradasi melibatkan
serangkaian peristiwa yang terjadi baik di sitoplasma maupun di
dalam inti sel. Aktivasi caspase terjadi di dalam sitoplasma
sedangkan pada inti sel terjadi kondensasi kromatin, selubung inti
pecah dan terjadi fragmentasi DNA untuk selanjutnya menjadi
apoptosis yang di fagositosis oleh sel sekelilingnya maupun oleh
makrofag. Pada tingkat molekuler apoptosis dibagi menjadi 3 fase
yaitu inisiasi, fase eksekusi dan fase terminasi. Pada fase inisiasi
apoptosis distimulasi berbagai macam faktor seperti rendahnya
konsentrasi faktor pertumbuhan, radiasi sinar gamma, obat-
obatan kemoterapik dan sinyal dari death receptor. Fase eksekusi
ditandai dengan penggelembungan membrane sel (blebbing),
fragmentasi inti, kondensasi kromatin dan degradasi DNA. Pada

fase terminal apoptosis akan difagositosis oleh sel-sel fagosit
(Krueger A, et al, 2001).
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Gambar 2.3.

Jalur Signaling Apoptosis. (—) aktivasi; () inhibisi (dimodifikasi oleh
Vermeulen K, et al, 2005).

2.3.1. Jalur Apoptosis

Apoptosis terjadi melalui 2 jalur yang dipicu oleh berbagai
macam faktor baik internal maupun eksternal (Gupta S, 2001b;
Crighton D, Ryan KM, 2004). Apoptosis melalui faktor internal
disebut jalur intrinsik atau jalur mitokondria (mitochondrial
pathway), sedangkan melalui faktor eksternal disebut juga jalur

ekstrinsik (death receptor pathway) (Singhal S, et al, 2005; Vermeulen,
K, et al, 2005).

Salah satu ciri sel kanker adalah kemampuan kanker untuk
menghindari apoptosis, ada dua jalur mendasar dalam apoptosis:

jalur death receptor dan jalur mitochondria. Kedua jalur tersebut

22 Teori dan Apoptosis




sangat erat terhubung melalui caspase 8 dan Bid. Jalur pertama
awali oleh aktivasi caspase yang diperantarai oleh reseptor
permukaan sel, yaitu famili cystein protease. Terdapat dua
kelompok caspase: caspase inisiator dan caspase efektor. Caspase
inisiator (seperti 8, 9 dan 10) mengirimkan sinyal apoptosis dan
mengaktivasi caspase efektor (seperti caspase 3, 6, dan 7) yang
kemudian dapat mengaktivasi degradasi enzim yang

menghancurkan sel (Singhal S, et al, 2005).

Terdapat bukti yang menyatakan bahwa kedua jalur
tersebut dapat saling berhubungan pada tipe sel tertentu
(Ashkenazi A, Dixit VM, 1998a,b; Gupta S, 2000a). Pada kedua
jalur, suatu rangkaian langkah molekuler dan biokimiawi
menyebabkan aktivasi efektor yang umum atau eksekusi sistein
protease, caspase yang berakibat pada pemecahan sejumlah
substrat inti atau sitoplasma, termasuk yang bertanggungjawab
dalam mempertahankan integritas inti, perkembangan siklus sel,
dan repair DNA. Terdapat beberapa inhibitor endogen apoptosis
yang mencegah kematian sel yang spontan. Karena adanya
peranan apoptosis dalam keseimbangan sel, maka kelainan pada
apoptosis dapat berakibat pada akumulasi sel abnormal (yang
menyebabkan kanker dan auto imunitas), atau hilangnya sel-sel
(yang menyebabkan gangguan imuno defisiensi dan
neurodegeneratif) (Gupta S, 2001c).

2.3.1.1. Jalur Mitokondria (Mitochondria Pathway)

Pada dekade terakhir, terdapat peningkatan pemahaman
peranan mitokondria pada kematian sel (Green DR, Reed JC, 1998;
Gupta S, 2001b; Kroemer G, Reed JC, 2000). Sejumlah stimulus,
termasuk agen kemoterapu, radiasi UV, molekul stress (spesies
oksigen reaktif dan nitrogen reaktif) tampak memperantarai

apoptosis melalui jalur mitokondria, suatu jalur yang tidak
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bergantung pada death receptor. Mitokondria adalah organel
dengan dua kompartemen yang diketahui: matriks yang
dikelilingi oleh membran dalam (inner membrane = IM), dan ruang
intermembran yang dikelilingi oleh membran luar (outer membrane
= OM). IM mengandung berbagai jenis molekul, termasuk ATP
sintase, rantai transpor elektron, dan adenine nucleotide translocator
(ANT). Dalam kondisi fisiologis, molekul tersebut menyebabkan
rantai respirasi menghasilkan gradien elektrokimia (potensial
membran). OM mengandung suatu kanal anion yang bergantung
pada voltase. Bcl-2 terletak pada IM dan tampak berperan penting
dalam  mempertahankan  potensial ~mitokondria.  Ruang
intermembran mengandung sitokrom ¢, pro-caspase tertentu,
adenylate kinase 2 dan apoptosis-inducing faktor (AIF). Oleh karena
itu, permeabilisasi apoptosis pada OM berakibat pada pelepasan
molekul-molekul tersebut. Permeabilisasi IM menyebabkan
perubahan dalam potensial membran mitokondria. Pelepasan
sitokrom ¢ merupakan suatu langkah utama pada apoptosis jalur
mitokondria yang dihubungkan dengan perubahan permeabilisasi
membran mitokondria (mitochondrial membrane permeabilization =
MMP). Permeabilisasi OM dan/atau IM mitokondria dikontrol
oleh sejumlah anggota famili Bcl-2 (Adams JM, Corey SL, 1998;
Gupta S, 2001a). Beberapa anggota pro-apoptosis famili Bcl-2,
termasuk Bax, Bak, Bad, Bid, dan Bim memulai MMP dengan
membentuk suatu kanal. Agar dapat mempengaruhi efek yang
terjadi, anggota pro-apoptosis famili Bcl-2 harus mengalami
translokasi dari sitosol ke dok pada OM mitokondria. Saat
apoptosis, Bax yang berbentuk monomer, mengalami translokasi
dari sitosol ke membran mitokondria untuk membentuk suatu
dimmer atau oligomer dengan tingkat yang lebih besar. Bak juga
dapat berhubungan dengan OM. Bim, yang terdapat pada
mikrotubulus, juga mengalami translokasi ke OM saat apoptosis.

Bad, dalam bentuk fosforilasi (bentuk inaktif), mengalami
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sekuestrasi (pengasingan) dalam sitoplasma melalui interaksi
dengan protein 14-3-3. Saat apoptosis, Bad mengalami
defosforilasi dan melakukan translokasi ke OM mitokondria
dimana dia berinteraksi dengan anti-apoptosis Bcl-2 dan/atau Bcl-
x, dan mencetuskan MMP yang tampaknya penting dalam
mencetuskan apoptosis. Bid merupakan protein lain yang terdapat
dalam sitosol yang dipecah oleh caspase 8 dan melakukan
translokasi ke OM, sehingga menyebabkan MMP dan pelepasan
sitokrom c. Caspase-8 diaktivasi melalui jalur death receptor; oleh
karena itu, Bid memberikan suatu mekanisme dimana jalur death
receptor (CD95 dan TNFR) dihubungkan dengan jalur mitokondria.
Namun, hubungan kedua jalur tersebut terjadi pada beberapa tipe
sel. Dengan melakukan percobaan knock out dan transfeksi telah
ditunjukkan bahwa Bcl-2 dan Bcl-x. menghambat pelepasan
sitokrom C. Fosforilasi anggota famili Bcl-2 membuat mereka
menjadi inaktif. Sebagai respon terhadap agen genotoksik, stress-
activated protein kinase (SAPK, juga disebut c-jun amino-terminal
kinase atau JNK) melakukan translokasi ke mitokondria dam

memfosforilasi Bcl-x1, yang menyebabkan inaktivasi Bcl-xi.

Pelepasan sitokrom c¢ mencetuskan pertemuan Apaf-1
(Apoptotis protease-activating faktor) dan pro-caspase 9 untuk
membentuk suatu apoptosome. ATP dibutuhkan untuk
rekruitmen procaspase 9 oleh Apaf-1 melalui apa yang disebut
CARD (caspase recruiting domain). Kemudian procaspase-9 secara
autolitik dipecah menjadi caspase 9 aktif, yang kemudian
mengaktivasi pro-caspase 3 menjadi caspase aktif yang
menghasilkan pemecahan substrat dan apoptosis. Beberapa
protein tertentu dalam ruang intermembran dapat mencetuskan
apoptosis melalui jalur yang tidak bergantung pada caspase.
Misalkan pada AIF, begitu dilepaskan dari mitokondria akan

Aspek Dasar Molekuler Proliferasi dan Apoptosis 25




ditransportasi ke nukleus, dimana dia mencetuskan fragmentasi

DNA yang besar (ATP-independen) dan kondensasi kromatin.

Hubungan molekuler antara death receptor dan jalur
apoptosis mitokondria dapat ditemukan pada tingkat pemecahan
caspase-8 Bid sitosol, yaitu suatu anggota sub-kelompok BH3-
domain saja dari famili Bcl-2 (Li H, ef al, 1998). Bid yang dipecah
[truncated Bid (tBid)] mengalami translokasi dari sitosol ke
mitokondria dan mengaktifkan jalur apoptosis yang bergantung
pada mitokondria (Desagher S, et al, 1999; Zamzami N, et al, 2000).
Caspase-3 juga dapat memecah Bid, sehingga menimbulkan
pelepasan sitokrom ¢ dan apoptosis (Luo X, et al, 1998).
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Gambar 2.4.
Mekanisme Molekuler Mitokondria (Intrinsik) Pada Apoptosis (dimodifikasi
dari Gupta S, 2001b).

2.3.1.2. Jalur Reseptor Kematian (Death Receptor Pathway)

Death receptor merupakan gen super famili tumor necrosis
faktor receptor (TNFR) yang ditandai oleh suatu daerah ekstra

seluler yang kaya akan sistein. Death receptor memiliki suatu
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rangkaian sitoplasma yang homolog, yaitu death domain (DD).
Ligan untuk reseptor tersebut termasuk dalam gen famili tumor
necrosis faktor. Secara umum, dapat dikatakan bahwa DD
memperbolehkan death receptor untuk memberikan isyarat suatu
rangkaian peristiwa yang menyebabkan apoptosis; namun, dalam
beberapa hal mereka memperantarai fungsi anti-apoptosis.
Selanjutnya, meskipun beberapa anggota super famili death
receptor kekurangan DD, mereka dapat memperantarai suatu
sinyal apoptosis (lihat apoptosis yang disebabkan oleh TNEFR).
Diantara death receptor yang dikenali dengan sangat baik yaitu
CD95 (Fas) dan TNFR (Gupta S, 2001c). Kedua jalur tersebut akan

dijelaskan sebagai berikut.

2.3.1.2.1. Jalur Kematian CD95/CD95L

Jalur CD95 berperan penting dalam perkembangan dan
pemberlakuan fungsi sistem imun (Gupta S, 20002b<, Ashkenazi A,
1998). Fungsi tersebut tercapai melalui: [1] seleksi repertoire
(perkumpulan) dan deletion (pengurangan) sel T dari sel T self-
reactive dalam timus; [2] deletion perifer limfosit yang teraktivasi
pada akhir respon imun; [3] mematikan sel target (misalkan sel
yang terinfeksi virus, sel tumor) yang dilakukan oleh sel T
sitotoksik dan natural killer cell; dan [4] mematikan sel
inflamasi/imun pada lokasi ‘immune privilege’ (‘'yang mempunyai
hak imunitas khusus’) seperti pada mata dan testes. Peranan jalur
Fas/FasL dalam sistem imun didukung oleh pembentukan auto
imunitas pada tikus dan manusia (sindrom limfoproliferatif
autoimun) dengan mutasi pada gen fas atau fasL (Leonardo M, et
al, 1999).

Ligan CD95 (CD95L, ligan fas) merupakan suatu protein
membran homotrimetrik tipe II dengan berat 40kDa yang terikat

pada CD95. Berbeda dengan CD95, yang diekspresikan secara
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konstitutif pada banyak tipe sel, ekspresi CD95L terbatas. CD95L
kurang pada sel T yang istirahat, namun distimulasi pada sel T
yang teraktivasi. Ligasi CD95 dengan CD95L yang dapat larut
atau sel yang berhubungan dengan CD95L menyebabkan
berkumpulnya DD dari CD95, mengakibatkan suatu rantai
kejadian dengan apoptosis sebagai puncaknya. Agregasi DD dari
CD95 menyebabkan pengumpulan molekul adapter sitoplasmik
yang juga mengandung DD, yaitu Fas-associated death domain
(FADD). FADD juga mengandung suatu death effector domain
(DED) yang terikat pada suatu domain analog dalam procaspase 8
(juga disebut FLICE) yang terdapat pada sitoplasma dalam bentuk
zymogen atau prekursor. Pertemuan dari DD CD95, FADD, dan
procaspase 8 membentuk suatu death-inducing signaling complex
(DISC), yang berperan sebagai dasar jalur signaling berikutnya
pada apoptosis. Procaspase 8 secara autolitik terpecah menjadi
caspase 8 yang aktif. Baru-baru ini, terdapat suatu pernyataan
bahwa molekul lain, yang disebut FLASH (FLICE-Associated Huge
protein), dibutuhkan untuk aktivasi procaspase 8 menjadi caspase 8.
Namun, peranan protein tersebut dalam aktivasi caspase 8 masih
diperdebatkan. Caspase 8 yang teraktivasi berperan sebagai suatu
enzim untuk downstream effector caspase (caspase 3, 6, dan 7) yang
juga terdapat dalam bentuk prekursor zymogen. Caspase 8 yang
aktif terpecah dan mengaktivasi efektor caspase. Efektor caspase
aktif, kemudian memecahkan sejumlah substrat sitoplasmik dan
inti, termasuk poly ADP-ribose polymerase (PARP, yang
bertanggung-jawab dalam repair DNA), DNA-PK (bertanggung-
jawab dalam siklus sel), Lamin B (membran inti), PKC8, dan
ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse). Pecahan ICAD
menjadi CAD menyebabkan migrasi CAD ke inti kemudian
memecah DNA kromosomal.
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2.3.1.2.2. Jalur Kematian TNFR

TNF merupakan suatu sitokin pleiotropik yang terutama
dihasilkan oleh makrofag dan sel T. TNF menstimulasi proliferasi,
mendesak aktivitas sitolitik atau sitostatik terhadap sel tumor,
menyebabkan respon inflamasi dan antivirus, dan meregulasi
respon imun. TNF memperantarai efek biologisnya melalui TNFR-
[ dan TNFR-II. Kedua TNFR memiliki homologi yang signifikan
pada domain ekstraselulernya; namun, berbeda pada domain
sitoplasmanya. TNFR-I mengandung DD, sementara TNFR-II
hanya memperantarai sinyal stimulatori (Ashkenazi A, 1998).
Namun, penelitian terbaru menunjukkan bahwa kedua reseptor

dapat memperantarai apoptosis.

TNFR tidak menghambat aktivitas enzimatik, dan oleh
karena itu bergantung pada rekrutmen molekul lain untuk
signaling. Ligasi selanjutnya dengan TNF, TNFR-I mengalami
trimerisasi dan asosiasi pada DD dan rekrutmen yang berikutnya
pada protein yang sesuai, yaitu TRADD (TNFR-Associated Death
Domain). TRADD berperan sebagai suatu landasan untuk
merekrut beberapa molekul lainnya yang sesuai, yaitu FADD,
TRAF-2 (TNFR-Associated Faktor 2), dan RIP (Receptor Interactive
Protein). RIP menstimulasi suatu jalur yang menyebabkan aktivasi
NF-kB, sementara FADD memperantarai aktivasi jalur apoptosis
(serupa dengan yang diamati pada apoptosis yang diperantarai
CD95) melalui rekrutmen dan aktivasi caspase regulasi dan
efektor. TRAF-2 dan RIP mengaktivasi NF-kB-inducing kinase
(NIK), yang mengaktivasi inhibitor dari [-«B kinase (IKK); IKK
memfosforilasi I-xB, yang berakibat pada degradasi dan pelepasan
NF-kB, kemudian mentranslokasi nukleus dan mengaktivasi
sejumlah gen. IKK(@ lebih poten dibandingkan IKKa dalam
aktivasi NF-xB. Penelitian terbaru menyatakan bahwa, meskipun
RIP dibutuhkan untuk induksi yang diperantarai TNFR-I baik
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pada apoptosis dan aktivasi NF-xB pada sel T, kerjanya pada
TNFR-1 downstream bergantung pada tipe sel (Gupta S, 2001b).
Pada fibroblast tikus, RIP dibutuhkan untuk aktivasi NF-xB dan
bukan untuk kematian sel.

Pada sel T manusia, RIP dibutuhkan untuk kematian sel
yang disebabkan oleh TNFR-II namun tidak untuk aktivasi NF-kB.
Pada sel T yang istirahat atau sel T teraktivasi yang belum
terpapar interleukin 2 (IL-2), TNF mengaktivasi NF-kB melalui
TNFR-II dan suatu jalur yang bergantung pada TRAF-2. Pada sel T
teraktivasi yang telah terpapar IL-2, RIP distimulasi dan dipercaya
sebagai penghubung kompleks TNFR-II-TRAF-2 dengan FADD.
Jalur signaling downstream berikutnya menyebabkan apoptosis
sama dengan TNFR-I dan CD95.

Protein NF-xB tampak menunjukkan baik stimulasi
ataupun pencegahan apoptosis. Beg AA, Baltimore D (1996)
menunjukkan bahwa fibroblast dan makrofag dari tikus yang
kekurangan NF-xB rentan terhadap apoptosis yang dicetuskan
oleh TNF, sementara tikus normal resisten terhadap apoptosis.
Van Antwerp DJ, et al (1996) menunjukkan bahwa dengan
mengenalkan suatu bentuk mutan IkB (untuk mempertahankan
agar NF-xkB terasing dalam sitoplasma), sel dibuat sensitif
terhadap apoptosis oleh agen yang mengaktivasi NF-kB (misalkan
TNF, radiasi ionisasi, daunorubicin). Kedua penelitian tersebut
menciptakan peran NF-xB sebagai suatu ‘repressor’ (penekan)
apoptosis. Sebaliknya, NF-xB tampak sebagai pro-apoptosis.
Dalam activation-induced apoptosis (apoptosis yang dicetuskan oleh
aktivasi), NF-xB berperan penting dalam up-regulasi CD95L dab
oleh karena itu juga berperan penting dalam apoptosis yang
diperantarai oleh CD95/CD95L. Disamping CD95L, gen p53 dan
cMyc adalah target NF-xB; kedua gen tersebut merupakan pro-
apoptosis. Grimm S, et al (1996) menunjukkan bahwa NF-«xB
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terutama diaktivasi saat apoptosis disebabkan oleh withdrawal
serum, dan bahwa aktivasi NF-kB penting untuk induksi

apoptosis (Gupta S, 2001a,b,c).

APOPTOSIS

Gambar 2.5.

Mekanisme Molekuler Reseptor Kematian (Ekstrinsik) Pada Apoptosis,
Dimediasi TNF-a dan CD95 (dimodifikasi dari Gupta S, 2001c).
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BAB III

PERAN PROTEIN APOPTOSIS

Standar Kompetensi

Sesudah mempelajari Bab ini, mahasiswa diharapkan dapat:
Menjelaskan peran protein yang berperan pada jalur apoptosis
Menjelaskan peran protein 53 pada jalur apoptosis
Menggambarkan secara skematis jalur p53 dan siklus sel
Menjelaskan peran protein bel-2, protein BAX dan peran caspase
Memberikan contoh anggota sub-famili dari famili caspase
(cystein-dependent aspartat-directed protease)

OO

Ol Lo

3.1. Peran Protein Apoptosis

3.1.1. Peran P53

Gen suppressor tumor p53 merupakan gen yang paling
sering bermutasi pada kanker (Rom WN, ef al, 2000) dan
mengalami mutasi pada 50% (NSCLC) sampai 70% (SCLC) dari
kanker paru. Mutasi pada p53 umumnya mencerminkan paparan
terhadap karsinogen lingkungan. Protein p53 secara tepat disebut
sebagai “pelindung dari genom" (guardian of the genome) karena
gen pb3 diinduksi oleh agen perusak DNA dan kemudian baik

memperlambat perkembangan siklus sel, atau mengarahkan sel
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yang rusak cepat ke kematian sel yang terprogram (Greenblatt
MS, et al, 1994). Protein p53 merupakan suatu faktor transkripsi
inti (nuclear transcription faktor) yang mengikat promotor p21
sehingga = mendorong  ekspresinya ~ dan  menghambat
perkembangan siklus sel pada checkpoint siklus sel Gi/S (Rom
WN, et al, 2000). P53 mutan tidak dapat mengaktivasi p21, dan
siklus sel berlangsung surut, sehingga disebut dengan istilah
"suppressor tumor", atau p53 dapat menginduksi Bax, yaitu suatu
gen yang meningkatkan apoptosis (Prives C, 1998). Kebanyakan
mutasi missense pada gen p53 terjadi pada domain pengikatan
DNA yang akibatnya menonaktivasi fungsi dari transaktivasinya.
Mutasi p53 sangat meningkatkan paruh waktu protein, yang
seringkali memungkinkan pendeteksian imunohistokimia p53
mutan, misalnya, pada epitel bronkial yang sangat displastik atau
pada jaringan tumor. Untuk gen suppressor tumor, ekspresi
fenotipik memerlukan kedua alel hilang melalui mutasi, delesi
besar, atau mekanisme rekombinan lainnya. Pada kanker paru,
barisan sel Calu-1 (kedua alel p53 akan dihapus) dan A549 (yang
mengandung p53 tipe wild), terhentinya pertumbuhan (growth
arrest) dapat diinduksi setelah diberi perlakuan secara in vitro
dengan phorbol ester, yang mengaktivasi suatu cascade signaling
protein kinase C. Induksi ekspresi p21 oleh phorbol ester bertepatan
dengan terhentinya pertumbuhan pada G,/M.

P53 terletak pada kromosom 17p dan terdiri dari 393 asam
amino. Domain transaktivasinya berada pada N-terminus yang
diikuti dengan rangkaian domain pengikatan DNA spesifik dan
domain oligomerisasi pada C-terminus. Mutasi p53 pada kanker
paru dikelompokkan di tengah-tengah gen pada kodon 157, 245,
248, dan 273. Signifikansi nyata lokasi mutasi tersebut menjadi
jelas ketika karsinogen asap tembakau, yaitu Benzo (a) Pyrene,
ditunjukkan dapat menginduksi BPDE adduct pada lokasi CpG di
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kodon 157, 248, dan 273 in wvitro pada sel epitel bronchial
(Denissenko MF, et al, 1996). Kodon tersebut mengandung CpG
island, dan keberadaan 5-methyl cytosine sangat meningkatkan
pengikatan BPDE pada guanine. Mutasi p53 yang terlihat pada
kanker paru merupakan transverse dari guanine menjadi thymine
yang terjadi pada lokasi CpG dimana BPDE-DNA adduct
terbentuk in vitro. Menariknya, mutasi tersebut terjadi pada untai
DNA yang non-transkripsi, yang diperbaiki secara relatif tidak
efisien. Mutasi kodon 157 tampak unik pada kanker paru,
sedangkan mutasi kodon 248 dan 273 terjadi pada hot spot kanker
lainnya, misalnya pada usus, hati, dan prostat. Orang bukan
perokok yang mengalami kanker paru memiliki pengelompokan

acak mutasi p53 yang hampir seluruhnya berbeda (Denissenko
MF, et al, 1997).

TSG p53 terletak pada lengan pendek kromosom 17 (17p13)
dan mengkode untuk suatu fosfoprotein 53-kDa. Dalam fisiologi
normal protein tersebut mencegah akumulasi kerusakan genetik
pada sel anak (daughter cell) dan karena itu disebut “pengawal
genom” (‘the guardian of the genome’). Dalam menanggapi stres
selular, p53 bertindak sebagai faktor transkripsi yang
menginduksi ekspresi gen downstream seperti cyclin-dependent
kinase (CDK) inhibitor p21K’, GADD45 atau BAX. Gen target
downstream p53 meregulasi sinyal checkpoint siklus sel yang
menyebabkan sel mengalami GI arrest, sehingga memungkinkan
perbaikan DNA, atau apoptosis. Onkogen MDM2, yang juga
merupakan target gen p53, berfungsi sebagai sistem umpan balik
negatif, menginaktivasinya protein p53 (gambar 2.7) (Zhang Y, et
al, 1998). Mutasi yang mengalami inaktivasi dalam TSG p53
termasuk dalam perubahan yang paling umum pada kanker,
termasuk kanker paru. Mutasi p53 seringkali berupa substitusi
basa tunggal (single-base), yang terjadi pada kebanyakan kasus
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pada ekson 5-8 (Holstein M, et al, 1991). Serupa dengan mutasi K-
RAS, kebanyakan mutasi merupakan transversi G-T dan terdapat

korelasi positif antara mutasi dengan penggunaan tembakau.

Mutasi dalam gen p53 suppressor tumor adalah salah satu
perubahan genetic paling umum yang muncul di dalam kanker
paru, sekitar 70% dari SCLC dan 50% dari semua NSCLC
mengalami mutasi dalam satu alel p53 yang sering disertai dengan
kehilangan wild-type allele (Victorsson K, et al, 2005; Brambilla C, et
al, 2003). Protein 53 memainkan peran yang sangat penting dalam
mendeteksi kerusakan DNA dan memberi frekuensi mutasi p53
yang tinggi dalam kanker paru yang mungkin memperburuk
beberapa fungsi p53, peran p53 sudah ditunjukkan sebagai
penanda prediksi bagi respon perlakuan.

Sebagai respon terhadap stres selular, protein 53 yang
diinduksi. P53 yang diaktivasi bertindak sebagai faktor transkripsi
bagi gen-gen lain yang terlibat dalam kontrol siklus sel (p2l,
MDM-2), repair DNA (GADD45) dan kontrol apoptosis (Bax, IGF-
BP).Jika siklus sel berhasil melewati checkpoint G1/S, maka p53
dapat menghentikan siklus sel dan memungkinkan perbaikan. Jika
siklus sel sudah melewati checkpoint G1/S atau kerusakan tidak
dapat diperbaiki, maka p53 dapat menginduksi apoptosis. MDM-
2, target p53, berfungsi sebagai umpan balik negatif (gambar 3.1).
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Gambar 3.1.

Gambaran skematis jalur p53 dan siklus sel (dimodifikasi dari Breuer RHJ,
et al, 2005).

Protein p53 pertama kali diidentifikasi pada tahun 1979
sebagai transformation related protein dan protein yang
terakumulasi pada inti sel kanker serta berikatan kuat dengan
antigen T simian virus 40 (S5V40). Akan tetapi, sepuluh tahun
kemudian, para peneliti mendapatkan bahwa ternyata protein

tersebut merupakan mutasi dari bentuk awal p53/wild-type p53
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(wt p53) dan sifat on-kogenik p53 sebenarnya merupakan hasil
dari mutasi p53 (Bai L & Zhu G, 2006).Gen p53 merupakan fumnor
suppressor gene yang multifungsi dan sering mengalami alterasi
pada kanker ovarium dan jenis kanker lainnya. Pada kondisi
normal, p53 berinteraksi dengan berbagai jenis protein yang
terlibat dalam regulasi transkripsional, repair DNA, siklus sel,

apoptosis, dan degradasi protein yang dimediasi oleh proteosom
(Havrilesky L, et al., 2003).

Produk protein dari gen ini. p53, merupakan salah satu
molekul terpenting dalam dunia biologi. Berbagai peran dari p53
yang berhubungan dengan kanker terus berusaha diteliti, sejauh
ini fungsi yang telah diketahui mencakup pengaturan siklus sel,
penuaan sel, kematian sel atau apoptosis, perbaikan kerusakan
DNA yang disebabkan oleh agen 26 genotoksik, angiogenesis dan
regulasi stress oksidatif. Dengan relevansi fungsi yang sangat luas
menempatkan p53 pada posisi pengendali yang bertanggung
jawab terhadap berbagai proses terkait dengan kanker. Begitu
pula mengingat banyaknya mitra interaksi, tidaklah
mengherankan jika penyimpangan pada p53 sangat sering
ditemukan pada kanker (Foulkes WD, 2007).

Dalam kondisi normal, jaringan p53 dalam kondisi tidak
aktif, biasanya diaktifkan oleh semacam stress seluler yang dapat
mengubah siklus pertumbuhan sel normal atau menginduksi
mutasi genom yang kemudian mengarah pada transformasi
onkogenik. Protein p53 aktif dapat menghentikan siklus sel atau,
pada banyak kasus. Menghidupkan jalur apoptosis dan memaksa
sel-sel rusak dan mengandung mutasi melakukan bunuh diri
sehingga mencegah perbanyakan dan pertumbuhan selular yang
abnormal. Oleh karena itu, protein p53, sebagai guardian of
genom, adalah inhibitor penting dari perkembangan tumor

sehingga menjelaskan mengapa gen ini menjadi paling sering
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bermutasi dalam penyakit kanker pada manusia (Bourdon JC, et
al, 2003). Tumor suppressor gen p53 ditemukan bermutasi pada
lebih dari 50% kanker pada manusia. Kapasitas dari p53 dalam
beberapa fungsi biologis dapat dikaitkan dengan kemampuannya
bertindak sebagai suatu faktor transkripsi untai-spesifik untuk
mengatur ekspresi lebih dari 100 gen target yang berbeda,
demikian juga untuk mengatur berbagai proses seluler termasuk
apoptosis, penghentian siklus sel dan perbaikan DNA. Protein p53
dengan struktur C-dan N-terminal yang unik dimodulasi oleh
beberapa proses biologis penting seperti fosforilasi, asetilasi,
sumolasi dan ubiquitinasi, melalui proses tersebut secara efektif

mampu mengatur pertumbuhan dan kematian sel (Anderson
CW& Appela W, 2002).

3.1.2. Peran Protein Bcl-2, Protein BAX dan Peran Caspase
(Cystein-Dependent Aspartat-Directed Protease)

3.1.2.1. Protein Bcl-2

Keluarga protein B cell lymphoma-2 (Bcl-2) meliputi
antiapoptosis dan proapoptosis. Gen Bcl-2, yang terletak pada
kromosom 18, mengkode suatu protein 26-kDa yang menghalangi
apoptosis. Saat kondisi normal protein Bcl-2 mempertahankan
keseimbangan antara kematian dan kelangsungan hidup sel.
Dalam sel dengan ekspresi Bcl-2 yang berlebihan, heterodimer Bcl-
2-Bax mendominasi dan sel menjadi kurang rentan terhadap

stimulus apoptosis (Breuer RHJ, et al, 2005).

Overekspresi Bcl-2 secara spesifik menghambat sel
memulai apoptosis. Ekspresi Bcl-2 berkaitan dengan prognosis
buruk pada kanker paru, prostat, kanker kolon dan neuroblastoma
(Poleri C, et al, 2003). Schimmer AD, et al (2001) mengemukakan
bahwa saat ini Bcl-2 merupakan target yang banyak digunakan

dalam penemuan obat baru dimana Bcl-2 menunjukkan
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overekspresi pada berbagai keganasan dan sering dihubungkan

dengan kegagalan terapi klinis.

Bcl-2 merupakan salah satu anggota famili protein Bcl-2
yang dapat dibedakan menjadi 3 subkelompok. Sub kelompok
pertama bersifat antiapoptosis terdiri dari Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Mcl-1, A1/Bfl1, Boo/Diva dan Nrf3. Protein sub kelompok ini
mencegah kematian sel dengan mengikat anggota famili Bcl-2 dari
subkelompok yang lain. Subkelompok kedua bersifat
proapoptosis terdiri dari Bax, Bak, dan Bok/Mtd. Aktivitas dari
anggota subkelompok ini dapat menstimulasi pelepasan sitokrom
¢ dari membran mitokondria. Subkelompok ketiga yang bersifat
proapoptosis, terdiri dari Bid, bad, Bim, Bik/Nbk, Hrk, Bnip3, Nix,
Noxa dan Puma. Protein sub kelompok ini mendorong kematian
sel sebagai protein adaptor yang terikat pada jalur up-stream untuk
memutuskan berlangsungnya program apoptosis (Kaufmann SH,
Hengartner MO, 2001; Hsu S, et al, 2003).

Famili Bcl-2 memiliki faktor pro-apoptosis (Bax, Bak, Bcl-xs
dan Bid) dan faktor anti-apoptosis (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w). Ketika
sel-sel yang dipaparkan pada stimulasi apoptosis, protein pro-
apoptosis diaktivasi melalui modifikasi post-translasi atau
perubahan dalam konformasinya. Lokasi tindakan (site of action)
yang penting tampaknya berupa mitokondria, dimana protein
tersebut meningkatkan permeabilitas membran luar yang
mengakibatkan pelepasan protein, termasuk sitokrom ¢, dari
ruang antar membran. Dalam sitosol, sitokrom ¢ mengaktivasi
caspase yang pada akhirnya mengakibatkan apoptosis (Singhai S,
et al, 2005).

Protein-protein ~ Bcl-2  bertranslokasi ke membran
mitokondria dan memodulasi apoptosis dengan menimbulkan
permeabilitas membran-dalam dan membran-luar mitokondria

sehingga berakibat lepasnya sitokrom c. Sebagian besar protein
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famili Bcl-2 mampu berinteraksi secara fisik, membentuk
homodimer/heterodimer, dan berfungsi mengatur apoptosis.
Selain itu Bcl-xL mengikat dan menginaktifkan Apaf-1, sementara
anggota-anggota yang proapoptosis dapat menggeser Bcl-xL dari
ikatannya dengan Apaf-l yang memungkinkan apaf-1
mengaktivasi caspase-9. Resistensi akibat kemoterapi diantaranya
diakibatkan oleh peningkatan Bcl-2 dan Bel-xL (gambar 3.2) (Herr
[, Debatin KM, 2001).

Oligomerization,

Cytochrome c‘ Pore formation
-L/ Permeability transition
Apoplosonw
Caspase
Cascade
Gambar 3.2.

Gambaran Skematis Mengenai Peranan Bcl-2, BAX dan Survivin
Dalam Apoptosis (dimodifikasi dari Herr I, Debatin KM, 2001).

Penjelasan: Stimulus apoptosis dapat melakukan up-regulasi
ekspresi Bax sehingga menyebabkan ketidakseimbangan antara
pro-apoptosis Bax mono-dan heterodimer versus anti-apoptosis
Bcl-2 dimmer, yang menyebabkan pelepasan sitokrom c dari

mitokondria, mengaktivasi caspase 9, yang mengaktifkan caspase

44 Teori dan Apoptosis




lainnya. Faktor anti-apoptosis survivin menghambat apoptosis

dengan terikat pada caspase awal serta caspase efektor.

Proses regulasi apoptosis sangat bergantung pada rasio
antara Bcl-2 dan Bax untuk menentukan apakah sel akan bereaksi
dengan menjadi apoptosis atau tetap bertahan hidup. Ada tiga
model untuk menggambarkan rasio prosurvival (Bcl-2) dan
proapoptosis (Bax) dalam menghambat atau menyebabkan
apoptosis. Model pertama menyebutkan Bcl-2 menghambat
apoptosis dan Bax menghapus hambatan tersebut sehingga terjadi
apoptosis. Model kedua menyebutkan bahwa Bax menginduksi
apoptosis dan Bcl-2 menghambat induksi ini. Model ketiga yaitu
model yang menyebutkan adanya saling ketergantungan. Bcl-2
menghambat apoptosis dan Bax menginduksinya. Namun
demikian sesungguhnya apoptosis merupakan kombinasi ketiga
model yang ada dan terjadi secara kompleks (Chao DT,
Krosmeyer 5], 1998) (gambar 3.3).

Gambar 3.3.

Model Rasio Bcl-2 dan Bax Dalam Menyebabkan Apoptosis (dimodifikasi
dari Chao DT and Corsmeyer SJ, 1998).

Protein Bcl-2 mencegah lepasnya sitokrom c¢ dari
mitokondria dengan membentuk homodimer dan heterodimer
dengan proapoptosis Bax. Ketidakseimbangan rasio Bax/Bcl-2
sehingga Bax berhasil membentuk homodimer akan menyebabkan

lepasnya sitokrom c¢ dari mitokondria. Selanjutnya sitokrom c
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akan mengaktitkan Apaf-1. Untuk menjadi aktif Apaf-1
memerlukan dua ko-faktor yaitu ATP dan sitokrom c. Sitokrom c
yang telah keluar dari ruang intermembran mitokondria masuk ke
dalam sitoplasma, akan terikat dengan Apaf-1 yang selanjutnya
akan menyebabkan kaskade caspase sampai terjadi apoptosis
(gambar 3.4) (Adams JM, Cory S, 1998).

Gambar3.4.

Struktur Bel-xL Dengan Sebuah BH3 Terikat Peptida dan Model Regulasi
Untuk Apaf-1 Pada Kelompok Bcl-2 (dimodifikasi dari Adams JM, Cory S,
1998).

Penjelasan:(kiri). Struktur Bcl-xL dengan sebuah BH3terikat
peptida. Daerah BH1, BH2, dan BH3dari Bcl-xL ditampilkan
masing-masing warna kuning, merah, dan hijau. Bak BH3 peptida
(16 asam amino) mengikat alur dalam oranye. (kanan) Model
regulasi untuk Apaf-1 pada keluarga Bcl-2. Bcl-xL (atau anggota
lain procaspase) dapat mengikat Apaf-1 dan mencegah
mengaktifkan procaspase-9 (atau memulai procaspase lain).
Mungkin sebuah sinyal kematian, misalnya, memicu interaksi
anggota keluarga BH3 (di sini Bik) atau mungkin anggota
keluarga Bax dengan Bcl-xL, mencegah dari menetralkan Apaf-1.
Dengan adanya sitokrom c dilepaskan dari mitokondria dan ATP,
Apaf-1 kemudian dapat mengikat procaspase-9 dan aktivasi
autocatalisis. Caspase-9 selanjutnya mengaktifkan caspases

efektor. CARD menunjukkan hubungan protein domain.
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Penelitian-penelitian mengenai ekspresi Bcl-2 dan akhir
kanker paru memberikan hasil yang saling bertentangan.
Meskipun satu penelitian menunjukkan bahwa ekspresi Bcl-2
yang tinggi memberikan prognosis yang buruk (Poleri C, et al,
2003), namun penelitian lain yang dilakukan menunjukkan bahwa
Bcl-2 adalah suatu pertanda prognostik independen pada
kelangsungan yang baik (Cox G, et al, 2001).

Ekspresi  berlebihan Bcl-2 dan Becl-xL  diketahui
menghambat aktivitas pro-apoptotis dari Bax. Dalam sel-sel atau
jaringan normal, Bax sebagian besar terletak dalam sitosol. Setelah
stimulasi apoptosis, Bax mengalami translokasi ke mitokondria
dan membentuk saluran pada membran mitokondria. Sel yang
memutasikan Bax relatif resisten terhadap beberapa jenis
kemoterapi. Dampak ekspresi Bax pada hasil kanker paru di
stadium awal penyakit masih belum diteliti. Dalam suatu
penelitian kecil mengenai penyakit stadium lanjut, ekspresi Bax
dikaitkan dengan peningkatan kelangsungan hidup rata-rata pada
stadium IV NSCLC (Gessner C, et al, 2002; Singhai S, et al, 2005).

Protein Bcl-2 diekspresikan pada sekitar 35% dari NSCLC
dengan sedikit preferensi terhadap subtipe SCC (Apolinario RM,
et al, 1997). Ekspresi berlebihan protein Bcl-2 didapatkan pada PL
(Brambilla E, et al, 1998). Menariknya, pewarnaan untuk Bcl-2
berhubungan dengan keparahan derajat histopatologi displasia.
Penelitian Brambilla E, et al (1998) mendeteksi peningkatan
ekspresi Bcl-2 pada lapisan sel suprabasal sedangkan pewarnaan
sel pada lapisan sel basal mengalami pengurangan. Kedua
penelitian juga menyelidiki pola ekspresi Bax pada PL. dan NSCLC
dan menunjukkan ketidakseimbangan antara pergeseran Bcl-2 dan
Bax dalam mendukung kelangsungan hidup sel selama
karsinogenesis. Martin B, et al (2003), melakukan penelitian meta-

analisis menggunakan 3.370 pasien dengan menyelidiki nilai
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prognostik ekspresi Bcl-2 pada NSCLC. Kesimpulan yang
didapatkan yaitu bahwa tingginya ekspresi Bcl-2 berhubungan
dengan yang kelangsungan hidup yang lebih baik. Menariknya,
down-regulation Bcl-2 yang diperantarai antisense mengembalikan
apoptosis pada sel-sel kanker (Tock B, et al, 2003) dan oleh karena
itu tampak sebagai suatu agen yang poten.

3.1.2.2. Protein BAX

Protein Bax, suatu homolog dari Bcl-2, menyebabkan
apoptosis. Gen Bax terletak pada kromosom 19 dan protein ini
dapat membentuk heterodimer dengan Bcl-2 atau Bax sendiri.
Dalam  kondisi normal protein Bax mempertahankan
keseimbangan antara kematian dan kelangsungan hidup sel.
Dalam sel dengan ekspresi Bax yang berlebihan, heterodimers Bax
mendominasi dan sel-sel diarahkan ke apoptosis (Breuer RHJ, et al,
2005).

3.1.3. Peran Caspase (Cystein-Dependent Aspartat-Directed

Protease)

Caspase, protease famili interleukin-1f-converting enzyme,
merupakan homolog Caenorhabditis elegans gen kematian sel CED-
3. Empat belas caspase telah diidentifikasi sejauh ini, semuanya
memiliki beberapa kesamaan sifat: mereka merupakan protease
sistenin yang spesifik aspartat; mereka mempunyai suatu lokasi
aktif pentapeptida konservatif ‘QACXG" (X dapat berupa R, Q,
atau D); pre-kursor mereka semuanya zymogen yang dikenal
sebagai pro-caspase. N-terminal prodomain dalam procaspase
mengandung struktur yang sangat beraneka ragam yang
dibutuhkan untuk aktivasi caspase; dan mereka semuanya

mampu melakukan auto aktivasi serta aktivasi sub-unit lain,
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untuk menghasilkan heterodimer dengan sub-unit yang besar dan
kecil, dan dua heterodimer yang membentuk suatu heterotetramer
yang aktif secara enzimatik (Fan TJ, et al, 2001/2005; Launay S, et
al, 2005). Berdasarkan homologi dalam rangkaian asam amino
tersebut, caspase dibagi menjadi tiga sub-famili, seperti yang
ditunjukkan dalam tabel 3.1.

Tabel 3.1.

Anggota Sub-Famili dari Famili Caspase (Cystein-dependent aspartat-
directed protease) (Fan TJ, et al, 2005).

T T AT

Caspas
. . Caspase-8
I Apoptosis activator
Caspase-9

Caspase-10

_ Caspase-3
II ~ | Apoptosis executioner |  Caspase-6
: : - Caspase-7

Caspase-1
Caspase-4
Caspase-5
I Inflammatory mediator Caspase-11
Caspase-12
Caspase-13

Caspase-14

Caspase merupakan kunci perantara utama apoptosis yang
diperlukan untuk perkembangan dan homeostasis jaringan
(Chang HY, Yang X, 2000). Ada 100 substrat caspase dan ada 12
caspase sub klas proteases yang telah teridentifikasi yaitu caspase
1-14 (Hengartner MO, 2000). Proteases merupakan mediator

penting untuk mendegradasi protein dan recycling protein. Ada
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>500 proteases pada mamalia yang terdapat yang terlibat pada
proses proteolisis (Fan TJ, et al, 2001/2005).

Semua caspase tersusun atas prodomain dan enzymatic
domain. Heterogenitas diantara protease disebabkan karena
perbedaan struktur prodomain dan diduga sebagai daerah yang
menyebabkan perbedaan fungsi masing-masing caspase. Setiap
caspase adalah cysteine aspartase dengan sisi aktifnya nukleofilik
cysteine untuk pemecahan ikatan peptida asam aspartat dalam
protein. Caspase disintesis dalam bentuk prekursor inaktif yang
disebut procaspase. Proses proteolitik procaspase menghasilkan

enzim caspase tetrameric yang aktif (Hengartner MO, 2000).

Berdasarkan data kinetik, specifisitas substrat dan struktur
procaspase maka secara konseptual caspase dibedakan menjadi
inisiator caspase dan efektor caspase. Inisiator caspase berperan
mengaktifkan efektor caspase sebagai respon sinyal kematian sel
yang spesifik. Thormberry NA, et al (1997) menyebutkan bahwa
inisiator procaspase diaktivasi oleh oligomer sedangkan efektor
caspase biasanya diaktivasi oleh protease lain yang hampir
semuanya adalah inisiator caspase, maupun oleh protease lain
melalui trans-aktivasi. Secara in vitro telah diketahui bahwa
procaspase 3 dan procaspase 7 dapat diaktivasi oleh caspase 6, 8,
9, 10. Chang HY, Yang X (2000) menyebutkan caspase 3, 6, 7
merupakan efektor caspase yang bersifat langsung maupun tidak

langsung.
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kanker, lalu mengambil H>O: dan/atau menghambat fosforilasi
protein dengan fitokimia fenolik yang mempunyai aktivitas
antioksidan akan memotong sirkuit peristiwa penghantaran sinyal
dan akan menghambat proliferasi sel kanker (Loo G, 2003).

Pada aspek lain, tampaknya fitokimia secara paradoksal
dapat menginduksi stres oksidatif ke tingkat yang menghambat
pertumbuhan atau letal terhadap sel kanker. Pada peristiwa
apapun, jumlah ROS yang tidak dapat ditoleransi menyebabkan
kerusakan oksidatif terhadap DNA serta aktivasi kaskade MAPK
dan kemudian terhentinya pertumbuhan dan kerusakan DNA -
gen yang dapat diinduksi (seperti GADD45 dan GADD153), serta
gen yang terlibat dalam menginisiasi terhentinya siklus sel (seperti
WAF-1), dan apoptosis (seperti Bax).

Satu ciri yang telah dikenal dari fitokimia fenolik adalah
bahwa mereka mempunyai aktivitas antioksidan, yang terutama
berasal dari kelompok hidroksil fenolik yang mampu memberi
atom hidrogen saat mengambil ROS. Ide yang telah
dikembangkan di atas bahwa H202, atau produk reaksi OH,
adalah esensial untuk transduksi sinyal dan aktivasi gen spesifik
yang memudahkan proliferasi sel kanker. Jadi, mengambil ROS ini
dengan fitokimia fenolik akan menghambat proses seluler tersebut

dan proliferasi sel kanker.

Fitokimia fenolik dapat menghambat efek H202 terhadap
peristiwa penghantaran sinyal MAPK dan aktivasi faktor
transkripsi sensitif-redoks, seperti NF-xB dan AP-1. Dalam
beberapa contoh studi terkini, fenolik teh, epigallocatechin gallate
(EGCG), menghambat aktivasi MAPK yang diinduksi pada
keratinosit epidermal manusia dengan memaparkan sel ke radiasi
ultraviolet (UV-B) (Katiyar SK, et al, 2001). UV-B menyebabkan
pembentukan H202 intrasel dan meningkatkan fosforilasi ERK,
JNK, dan p38 MAPK. Karena antioksidan standar, askorbat, juga
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menghambat efek UV-B, dapat disimpulkan bahwa EGCG
menghambat aktivasi MAPK yang diinduksi-UV-B dengan cara
mengambil mo2. Resveratrol, suatu fenolik yang terdapat dalam
jumlah besar pada anggur, mencegah aktivasi NF-xB yang
diinduksi oleh TNF pada sel U-937, sel Jurkat, sel HeLa, dan sel
glioma H4 (Manna SK, et al, 2000). TNF juga menstimulasi
pembentukan ROS dan aktivasi MAPK dan JNK downstream, tapi
efek ini dihambat oleh resveratrol. Selain itu, resveratrol
mencegah aktivasi NF-xB yang diinduksi oleh phorbol myristate
acetate (PMA), lipopolisakarida, asam okadat, ceramide, dan yang
terpenting, H202.

Pada penelitian karsinogenesis, teh hijau dan/atau
senyawa teh hijau menghambat pembentukan lesi DNA 0,6-
methylguanin dan 8-hydroxydeoxyguanosin (8-OH-dGue) dan tumor
genesis yang terinduksi kimia pada tikus, menghambat metil-
transferasi DNA dan gen-gen metilasi-silenced teraktivasi pada
proses kanker (Fang MZ, et al, 2003). Frei B, Higdon JV (2003),
melakukan studi terkait dengan aktivitas antioksidan teh hijau
dan menunjukkan bahwa polifenol dapat berfungsi secara
langsung sebagai antioksidan melalui (2) penghambat faktor
transkripsi sensitif-redoks seperti NF-x3 dan protein aktivator-1,
(b) penghambat enzim-enzim pro-oksidan seperti sintesis NO,
lipoksigenase, siklogenase dan xanthin oksidase atau enzim-enzim
penginduksi fase II dan antioksidan seperti glutation S-transferase

dan dismutase super oksida.

Induksi apoptosis cukup penting untuk menunjukkan
bahwa aktivitas apoptotik in vivo dapat digunakan sebagai alat
screening fitokimia fenolik anti kanker yang potensial (Hsu S, et al,
2003). Sejumlah polifenol prooksidan (misalnya resveratrol)
mungkin bersifat sitotoksik (Hadi SM, et al, 2002) dan dapat
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memblok serangan inisiasi pada DNA serta meregulasi jalur sinyal
sel (Yeh CW, et al, 2003).

Senyawa fenolik yang banyak terdapat di alam diantaranya
polifenol dan asam fenolat. Polifenol berperan dalam mencegah
kanker dan anti genotoksin. Polifenol merupakan senyawa fenolik
alam yang memiliki sifat antioksidan (Zhai S, et al, 2008) dan
berpotensi sebagai penghambat pertumbuhan sel kanker (Singh
RP, et al, 2005). Beberapa polifenol telah dibuktikan memiliki sifat
antioksidan dan anti-cancer karena dapat bertindak sebagai chain
breakers, radical scavengers dan- metal chelators yang bergantung
pada struktur kimia sehingga mempengaruhi efek antioksidan
polifenol (Giovanni C, et al, 2007). Sebagai anti-oksidan dan anti-
cancer, polifenol memperbaiki ketahanan sel dan sebagai pro-
oksidan, polifenol dapat menginduksi apoptosis dan kematian sel
serta menghambat proliferasi sel. Polifenol memiliki aktifitas
antioksidan dan polifenol secara spesifik sebagai pengatur proses
apoptotic dalam berbagai cara tergantung pada konsentrasi protein,
sistem sel, jenis atau tingkat proses patologis serta sebagai
kemoterapi pencegahan (chemoprevention) serta terapi kanker
(Giovanni C, et al, 2007).

Resveratrol mempunyai efek serupa pada peristiwa yang
berakibat aktivasi faktor transkripsi, seperti pada kasus AP-1 (Yu
R, et al, 2001). Memaparkan sel HeLa terhadap PMA atau radiasi
ultraviolet (UV-C) meningkatkan transkripsi dari gugusan gen
pelapor mengandung elemen respons AP-1. Memberi sel
resveratrol terlebih dahulu menurunkan aktivasi transkripsional
gugusan. Pemberian resveratrol juga menghambat aktivasi ERK,
JNK, p38 MAPK yang disebabkan oleh PMA dan UV-C. Dalam
menghubungkan temuan-temuan ini, ekspresi berlebihan mutan
MAPK dominan-negatif dalam sel melemahkan aktivasi AP-1
yang diinduksi oleh PMA dan UV-C. Efek resveratrol adalah
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melibatkan penghambatan protein tirosin kinase dan protein
kinase C, karena penghambat selektif enzim ini menghambat
aktivasi MAPK dan AP-1.

Hasil penelitian Katiyar SK, ef al (2001); Manna SK, et al,
(2000); Yu R, et al, (2001) menunjukkan bahwa fitokimia fenolik
dapat mengambil H,O; konstitutif dalam jumlah besar pada sel
kanker, sehingga memblok penghantaran sinyal MAPK, aktivasi
NF-xB dan AP-1, dan ekspresi gen responsif yang menstimulasi
proliferasi sel kanker. Menurut Hsu TC, at al (2000); Li J], et al
(2000), oleh sebab aktivasi terus menerus NF-kB dan AP-1 dalam
sel kanker mempertahankan fenotipe yang memudahkan
proliferasinya, menekan aktivitas faktor transkripsi ini dengan
fitokimia fenolik diharapkan akan menghalangi kemampuan sel
kanker untuk tumbuh.

Berbagai hasil studi menunjukkan, fitokimia fenolik
menghambat proliferasi sel kanker dengan menginduksi
penghentian siklus sel dan/atau apoptosis, yang dapat karena
fitokimia fenolik mengambil H;O; atau ROS lainnya yang
diperlukan oleh sel kanker untuk vitalitas dan viabilitasnya.
Sebagai contoh, fitokimia fenolik, apigenin, menginduksi
penghambatan pertumbuhan sel karsinoma tiroid anaplastik
manusia yang kemudian diikuti apoptosis (Yin F, et al, 1999).
Terdapat penghambatan autofosforilasi tirosin EGFR dan
fosforilasi downstream MAPK. Jadi, dalam mengerahkan efeknya,
apigenin dapat secara langsung menghambat fosforilasi protein,
atau alternatifnya, mengambil HO: yang mengaktifkan protein
kinase. Resveratrol menginduksi penghentian siklus sel fase-G1
pada sel karsinoma epidermoid manusia A431 (Ahmad N, et al,
2001). Terdapat penurunan ekspresi protein dari siklin dan cyclin-
dependent kinase (CDK) beserta dengan penurunan aktivitas CDK

yang  normalnya  memediasi  berlangsungnya  siklus.
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Konsekuensinya, ekspresi penghambat CDK, p21, meningkat
sehingga apoptosis menjadi hasil akhirnya. Telah ditunjukkan
bahwa resveratrol menginduksi apoptosis melalui aktivasi JNK
yang berakibat fosforilasi dan aktivasi p53 (She QB, et al, 2002),
yang merupakan faktor transkripsi yang mengaktivasi gen Waff-1,
yang mengkode untuk p21, atau gen Bax, yang produk
translasinya diketahui memudahkan apoptosis. Fitokimia fenolik
lain seperti quercetin dan genistein menginduksi apoptosis dalam
sel karsinoma pankreatik, di mana depolarisasi mitokondria,
pelepasan sitokrom ¢, dan aktivasi kaspase merupakan peristiwa
apoptotik dini (Mouria M, et al, 2002). Oleh karena itu, karena
fitokimia fenolik mempunyai aktivitas antioksidan, logis untuk
berpikir bahwa fitokimia fenolik menginduksi penghentian siklus
sel dan apoptosis dalam sel kanker dengan mengambil w202,
sehingga mengurangi jumlahnya sendiri sebagai molekul esensial
yang dibutuhkan untuk eksistensi sel kanker.

Beberapa fitokimia fenolik mampu membentuk ROS.
EGCG, quercetin, dan asam gallat membentuk H202 bergantung
waktu dan konsentrasi ketika dimasukkan ke media kultur sel
(Long LH, et al, 2000). Jadi, mengobati sel kanker kultur dengan ini
dan kemungkinan fitokimia fenolik lain dapat berakibat produksi
H202 ekstra sel substansial yang dapat berdifusi ke dalam sel dan
menyebabkan efek stres atau sitotoksik. Terkait stres seluler,
mengobati sel karsinoma mammae manusia MCF-7 dengan
quercetin 15 pM selama 24 jam menginduksi aktivasi
transkripsional, melalui elemen respons antioksidan, dari
NAD(P)H: gen oksidoreduktase quinone (Valerio LG, et al, 2001),
yang mempunyai peran penting dalam detoksifikasi fase II.
Namun, apoptosis terjadi pada sel epitel bronkus manusia yang
bertransformasi-gen Ha-ras setelah diberi 25 pM EGCG atau
katekin teh terkait selama 24 jam (Yang GY, et al, 2000). Kematian
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sel diakibatkan oleh H202 karena katekin menginduksi
pembentukan H202 dan apoptosis dicegah oleh Kkatalase.
Konsisten dengan pandangan bahwa mo: terlibat, katekin teh
menurunkan fosforilasi protein ¢ jun, yang diperkirakan
menurunkan aktivitas AP-1 yang dibutuhkan untuk mengaktivasi
secara transkripsional beberapa gen yang memperbaiki viabilitas
sel kanker. Hasil penelitian Sakagami H, et al (2001) apoptosis
yang diinduksi oleh EGCG dalam sel karsinoma squamosa oral
manusia juga disimpulkan akibat pembentukan o2 dalam
medium kultur sel. Kemampuan EGCG dosis non-letal untuk
meningkatkan ekspresi gen COX-2 bergantung-MAPK dalam
makrofag RAW-264.7 dapat dijelaskan oleh EGCG yang

membentuk mo2 tambahan dalam jumlah yang dapat ditoleransi
(Park JW, et al, 2001).

Induksi ROS dalam jumlah yang tak dapat ditoleransi pada
sel kanker oleh fitokimia fenolik menginisiasi apoptosis melalui
aktivasi MAPK. Hal ini serupa dengan apa yang ditemukan pada
penginduksi apoptosis lain. Sebagai contoh, memaparkan sel
promonositik U-937 terhadap logam berat toksik, kadmium,
berakibat pada akumulasi w202, dan juga fosforilasi p38 MAPK,
diikuti oleh apoptosis (Galan A, et al, 2000). Katekin teh termasuk
EGCG mengaktivasi MAPK sebelum menginisiasi apoptosis yang
dimediasi caspase (Chen C, et al, 2000). Resveratrol menginduksi
apoptosis pada lini sel karsinoma tiroid (Shih A, et al, 2002).
Terdapat peningkatan protein p53, yang dimediasi oleh jalur
Ras/MAPK kinase/ MAPK.

Induksi apoptosis pada sel kanker oleh beberapa fitokimia
fenolik seperti EGCG dapat terkait dengan kerusakan oksidatif
terhadap DNA. Hasil penelitian Johnson MK, et al (2000)
menggunakan EGCG, dan hasil penelitian Kelly MR, et al (2001)

menggunakan kurkumin, menginduksi terputusnya single strand
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pada DNA limfosit-T Jurkat. EGCG meningkatkan pembentukan
n202 dalam media sel kultur tapi kurkumin tidak (Kelly MR, et al,
2001), menunjukkan bahwa kurkumin diambil oleh sel dan
kemudian menginduksi pembentukan ROS intrasel. Apabila
kerusakan oksidatif DNA tidak dapat diperbaiki, apoptosis akan
terjadi.

Kapasitas fitokimia fenolik untuk membentuk ROS dalam
jumlah yang cukup untuk membunuh sel kanker menimbulkan
pertanyaan apakah sel normal sama rentannya terhadap efek
prooksidan fitokimia fenolik. Relevan terhadap pertanyaan ini,
dibandingkan sel normal, sel kanker lebih rentan untuk terbunuh
oleh obat anti kanker mungkin karena sel kanker telah berada
dekat ambang batas untuk ROS yang dapat ditoleransi. Sebagai
contoh, sel-sel NIH 3T3 yang ditransformasi dengan onkogen Ras
lebih sensitif terhadap stres oksidatif dan obat anti kanker seperti
cis-platin (Benhar M, et al, 2001). Theaflavin monogallat
menghambat pertumbuhan sel kanker kolon Caco-2 tapi tidak
pada sel normal di sekitarnya (Lu J, et al, 2000). Mereka juga
menginduksi  apoptosis pada sel manusia WI38 yang
ditransformasi-SV40 tapi tidak pada sel WI38 yang belum
bertransformasi. Sel karsinoma squamosa oral manusia dan sel
tumor kelenjar liur lebih rentan daripada fibroblast gusi manusia
normal terhadap apoptosis yang diinduksi oleh fitokimia fenolik
yang dikenal sebagai tanin (Sakagami H, et al, 2000).

4.2. Penghambatan Apoptosis oleh Polifenol

Polifenol dapat mempengaruhi keseluruhan proses
karsinogenesis dengan beberapa mekanisme. Yang pertama dari
semuanya, polifenol eksogen disuplai dengan diet (Giovannini C,
et al, 2007; Yao LH, et al, 2004), berkontribusi menetralkan

terjadinya stres oksidatif, dan dengan melakukan hal tersebut,
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polifenol dapat berkontribusi terhadap pencegahan dan
perkembangan kanker. Polifenol tersebut dapat memodulasi stres
oksidatif pada sel kanker, dengan cara mempengaruhi transduksi
sinyal, aktivasi faktor transkripsi sensitif-redoks, dan ekspresi gen
spesifik yang mempengaruhi proliferasi dan apoptosis sel (Porrini
M, et al, 2005).

Beberapa jenis polifenol (asam fenol, tannin terhidrolisa,
dan flavonoid) menunjukkan efek anti-karsinogenik dan anti-
mutagenik. Polifenol dapat mengganggu beberapa langkah yang
mengarah pada perkembangan tumor ganas, menginaktivasi
karsinogen, menginhibisi ekspresi gen mutan dan aktivitas enzim
yang terlibat dalam aktivasi pro-karsinogen dan mengaktivasi
sistem enzimatis yang terlibat dalam detoksifikasi xenobiotik
(Bravo L, 1998). Namun, beberapa polifenol telah dilaporkan
bersifat mutagenik dalam uji mikroba dan ko-karsinogen atau
promoter dalam menginduksi karsinogenesis kulit dengan
keberadaan karsinogen lain (Chung KT, et al, 1998). Beberapa
penelitian telah menunjukkan bahwa polifenol, khususnya
flavonoid, selain mempunyai efek antioksidan protektif pada
DNA dan ekspresi gen, menghambat inisiasi, promosi dan

perkembangan tumor, mungkin oleh mekanisme yang berbeda.

Anggur banyak mengandung senyawa yang tampak
menunjukkan sifat anti-kanker, termasuk antara lain asam gallat
(gallic acid), asam caffeic, asam ferulat (ferulicacid), catechin, quercetin
dan resveratrol. Asam gallat bersifat anti-mutagenik dengan uji
Ames (Hour TC, et al, 1999) dan bersifat hepatoprotektif terhadap
toksisitas karbon tetraklorida (Kanai S, Okano H, 1998). Percobaan
dengan tikus transgenik yang secara spontan mengalami tumor
kulit, penambahan ekstrak anggur merah padat pada diet mereka
menyebabkan suatu penundaan yang nyata dalam perkembangan
tumor (Clifford AJ, et al, 1996).
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Peneliti lain menunjukkan bahwa kombinasi resveratrol dan
quercetine memberikan suatu efek sinergis dalam menghambat
pertumbuhan dan proliferasi sel karsinoma squamosa oral pada
manusia (El Attar TMA, Virji AS, 1999). Namun, dalam penelitian
ini hasil terbaik diamati dengan pengenceran anggur merah. Sejak
resveratrol dan quercetin terdapat dalam konsentrasi rendah,
polifenol lain juga dapat bertanggung jawab untuk efek tersebut

dan untuk potensiasi inhibisi pertumbuhan sel.

Selain itu, bukti lain mengindikasikan bahwa polifenol
dapat secara langsung berinteraksi dengan protein yang
bertanggung jawab bagi regulasi proses apoptotik seperti
pelepasan sitokrom ¢ dengan aktivasi caspase-9 dan caspase-3
berikutnya (Ong CS, et al, 2004; Shimizu M, et al, 2005; Selvendiran
K, et al, 2006; Michels G, et al, 2005), peningkatan caspase-8 dan
kadar t-Bid (Selvendiran K, et al, 2006), down-regulation ekspresi
Bcl-2 dan Bcl-XL, penguatan ekspresi Bax dan Bak (Selvendiran K,
et al, 2006; Kuo PL, Lin CC, 2003).

Resveratrol menyebabkan siklus sel tertahan dan
menginduksi apoptosis pada banyak sel kanker manusia
(Giovannini C, et al, 2007). Induksi apoptosis oleh resveratrol
dilaporkan berhubungan dengan peningkatan aktivitas caspase
(Wolter F, et al, 2001), penurunan kadar Bcl-2 dan Bcl-XL, serta
peningkatan kadar Bax (Billard C, et al, 2002). Mekanisme pro-
apoptotik ini telah dilaporkan seringkali berhubungan dengan
aktivasi p53 (Kim YA, et al, 2002).

Demikian juga curcumin, suatu senyawa polifenolik dari
rhizoma tanaman Curcuma longa (kunyit) yang menginduksi
apoptosis dengan menekan ekspresi konstitutif Bel-2 dan Bel-XL,
serta mengaktivasi caspase-7 dan caspase-9 dalam lapisan limfoma
(Shishodia S, et al, 2005) serta garis sel myeloma multipel (Bharti
AC, et al, 2003).
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BABV

TEKNIK MOLEKULERPROLIFERASI

DAN APOPTOSISDALAM PENELITIAN

2.

.

4.
D,

ILMIAH

Standar Kompetensi

Sesudah mempelajari Bab ini, mahasiswa diharapkan dapat:
1

Menyebutkan teknik molekuler proliferasi sel dalam percobaan di
laboratorium

Menyebutkan teknik molekuler apoptosis sel dalam percobaan di
laboratorium

Menjelaskan bagaimana proses mendeteksi proliferasi sel dengan
metode AGNOR

Menyebutkan prosedur pewarnaan AGQNORs

Menjelaskan proses pewarnaan apoptosis sel dengan metode

TUNEL
OO0

5.1. Dasar Teori

Proliferasi sel menghasilkan dua sel yang berasal dari satu

sel. Keadaan ini membutuhkan pertumbuhan sel yang kemudian

diikuti oleh pembelahan (divisi) sel. pertumbuhan sel yang tidak

terkendali merupakan ciri khas kanker. Sel kanker secara umum
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berisi biomolekul yang diperlukan untuk bertahan, proliferasi,
diferensiasi, kematian sel dan ekspresi tipe sel dengan fungsi
khusus (cell-typespesifics functions). Kegagalan regulasi fungsi

inilah yang menghasilkan perubahan fenotip dan kanker.

Pada jaringan normal, proliferasi sel mengarah kepada
penambahan jaringan. Dimana jumlah sel tidak hanya tergantung
kepada proliferasi sel tetapi juga oleh kematian sel. kematian sel
terprogram (apoptosis) adalah proses dikeluarkannya sel-sel yang
rusak. Keseimbangan antara produksi sel baru dan kematian sel
itulah yang mempertahankan sel yang tepat pada jaringan
(homeostasis).

5.1.1. Deteksi Proliferasi Sel dengan Metode AgNOR

Nucleolar Organizer Region (NOR) merupakan lengkung
DNA yang menempati area khusus dalam kromosom 13, 14, 15,
21, dan 22 yang diketahui sebagai tempat gen ribosomal DNA
(rDNA). NOR berperan penting dalam sintesis protein, membantu
menjaga perpanjangan konfigurasi DNA, dan mengatur
transkripsinya (Asri A, 2004). Visualisasi NOR dengan
menggunakan pewarnaan perak diperkenalkan oleh Ploton dkk
pada tahun 1986 yang kemudian dimodifikasi oleh Ofner dkk
tahun 1994 dengan menambahkan formalin untuk fiksasi (Utami
S. A, 2008). Untuk melakukan skoring jumlah deposit perak pada
teknik ini digunakan metode-metode berbeda. Metode yang
paling sering digunakan adalah dengan menghitung secara
manual jumlah titik perak intranuklear per sel pada setidaknya
100 sel dengan menggunakan mikroskop cahaya. Metode lain
yang lebih mutakhir adalah dengan menghitung total area deposit
perak dengan bantuan computer (Sijabat L, 2009).
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5.1.2. Prosedur Pewarnaan AgNORs (Argyrophilic Nucleolar
Organizer Regions)

Bahan-bahan yang digunakan adalah: 1) Perak nitrat
kristal, 2) Gelatin kristal, 3) Asam format larutan 1%, dibuat
dengan cara asam format 1 cc dalam 99 cc aquadest dan Aquades.

Prosedur pembuatan campuran: a) dibuat larutan gelatin
2% dengan cara 2 gr letatin dilarutkan dalam asam format larutan
1%. Dapat dibuat stok (dalam suhu kamar) dan dibuat larutan
perak nitrat 50% dengan cara 50 gr nitrat dilarutkan dalam
aquades sampai 100 cc. dapat dibuat stok (dalam suhu kamar).

Prosedur pewarnaan antara lain: a) disediakan blok
paraffin dipotong setebal 3 mikrometer, kemudian dilakukan
deparafinisasi dalam xylene dan dilakukan dehidrasi, b) Jaringan
atau sitologi yang siap diwarnai, dimasukkan ke dalam ruang
gelap, c) dicampurkan segera larutan gelatin 2% (1 bagian) dengan
larutan perak nitrat 50% (2 bagian) pada saat akan mewarnai di
ruang gelap, d) Jaringan atau sitologi ditetesi dengan campuran
kedua larutan tersebut, kemudian di inkubasi selama 45-60 menit
(untuk jaringan) dan 20-30 menit, e) dicuci dengan aquades
dengan cara diperlakukan tiga kali cucian, f) dilakukan dehidrasi
dengan alcohol bertingkat 80%-90% absolute, g) di sini tidak
dilakukan counter stain, h) dilakukan clearing dengan xylol dan
mounting dengan Canada balsam atau entelan. Diamati dengan
mikroskop cahaya, jumlah bercak hitam di dalam inti sel dan

dihitung setiap 100 sel.

Proses selanjutnya, masing-masing blok paraffin dipotong
lagi setebal 4 mikron kemudian diberi pewarnaan perak nitrat
untuk pemeriksaan aktivitas proliferasi sel dihitung dengan
melihat jumlah bercak NORs yang ditandai dengan anak inti sel
yang berwarna hitam. Tiap slide dinilai 5 lapang pandang dengan
pembesaran 400X. Aktivitas proliferasi sel ditunjukkan dengan
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bertambah banyaknya sel kanker yang dapat dideteksi melalui

jumlah nucleolus pada inti sel kanker dengan pewarnaan perak

nitrat.

11

Inhibisi Proliferasi Sel. Bercak NOR pada nucleus dengan pewarnaan silver.
Tampak sel yang berproliferasi anak inti, pembesaran 400X (Watuguly T,
dkk, 2013).

5.2. Dasar Teori

Apoptosis (berasal dari kata yang berarti “meninggalkan
jauh dari”) menyebabkan kematian sel terprogram. Kegagalan sel
untuk mengalami apoptosis fisiologik dapat menyebabkan
perkembangan aberan, proliferasi tumor yang tidak terkontrol,
atau penyakit autoimun. Proses apoptosis dikendalikan oleh
berbagai tingkat sinyal sel, yang dapat berasal dari pencetus
ekstrinsik dan intrinsik. Yang termasuk pada sinyal ekstrinsik
adalah faktor hormon, faktor pertumbuhan, nitric oxide, dan
sitokin.

Semua sinyal tersebut harus dapat menembus membran
plasma ataupun transduksi untuk dapat menimbulkan respon.
Sinyal intrinsik adalah respon yang diinisiasi oleh sel sebagai
respon terhadap stress dan akhirnya dapat mengakibatkan

kematian sel. Pengikatan reseptor nukleus oleh glukokortikoid,
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panas, radiasi, kekurangan nutrisi, infeksi virus dan hipoksia
merupakan keadaan yang dapat menimbulkan pelepasan sinyal
apoptosis intrinsic melalui kerusakan sel. Homeostasis antara
proliferasi sel dan kematian sel yang terprogram (apoptosis)
secara normal dipertahankan untuk menyediakan integritas

jaringan dan organ.

5.2.1. Pewarnaan Sel Apoptosis dengan TUNEL

Apoptosis adalah kematian sel terprogram (programmed
cell death) yang bertujuan untuk mempertahankan kestabilan
populasi sel. Apoptosis berperan penting dalam perkembangan
biologis dan pemeliharaan jaringan yang aktif membelah supaya
selalu dalam kondisi steady state. Kegagalan pengaturan apoptosis
dapat menyebabkan sel membelah tanpa terkendali, yang disebut
sebagai kanker. Peningkatan apoptosis merupakan suatu upaya
yang dikembangkan sebagai terapi kanker. Pemeriksaan apoptosis
dengan metode TUNEL (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) dapat memberikan gambaran proses
apoptosis pada tingkat sel tunggal sehingga lebih spesifik dan
memiliki akurasi tinggi (Nugrahaningsih, Yuniastuti A, 2004).

Metode untuk mendeteksi sel yang mengalami apoptosis
dapat didasarkan pada karakteristik apoptosis itu sendiri,
contohnya adalah fragmentasi DNA. Metode yang umum untuk
mendeteksi fragmentasi DNA secara enzimatis adalah TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End
Labeling). Reagen TUNEL terdiri dari enzim terminal transferase
yang bertugas mengenali ujung-ujung 3'OH (nick end) yang
dihasilkan oleh fragmentasi DNA dan fluorescein-dUTP untuk
memvisualisasikan ujung 3'OH tersebut yang dapat diamati

menggunakan mikroskop fluoresensi atau flow cytometry.
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Untuk memvisualisasikan perbandingan sel apoptosis
dengan sel non-apoptosis dalam satu lapang pandang
pengamatan, digunakan metode double staining menggunakan
reagen TUNEL dan propidium iodida. TUNEL hanya mendeteksi
sel apoptosis dan memberikan fluoresensi hijau, sedangkan
propidium iodida mendeteksi sel non-apoptosis dan memberikan

fluoresensi merah.

5.2.2. Prosedur Pewarnaan TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotidyl transferase dAUTP nick end labeling)

Prosedur pewarnaan antara lain: a) Blok paraffin dipotong
menggunakan mikrotom dengan ketebalan 3-4p, tempelkan pada
objek glass yang telah diolesi poly-L-Lysine, b) Deparafinisasi
dalam xylene, alcohol bertingkat dan aquades, c) Beri sitrat buffer;
60edalam microwave selama 38 menit, d) Bilas dengan PBS 3 kali
(masing-masing 2 menit, €) Beri proteonase K: 15 menit, f) Cuci
dengan H,O 2 kali (2 menit), g) Masukan dalam 3% H>O: selama
15 menit, h) Cuci dengan PBS 3 kali, i) Masukkan ke dalam
equilibrium buffer selama 10 menit pada suhu kamar, j) Masukan
pada working trength TdT enzyme yang dilengkapi dioxygenin
pada suhu 37°C selama 1 jam, masukan stop buffer 15 menit, cuci
dengan PBS 3 kali, masukan anti digoxigenin yang dilabel
peroxidase selama 30 menit, cuci dengan HxO, 3 kali (masing-
masing 1 menit), DAB-peroxida selama 10 menit, cuci dengan

H-O, dilanjutkan dengan dehidrasi, cleaning dan mounting.

Identifikasi sel apoptosis menggunakan metode TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferasi (TdT) wmediated-D-Uridine
Triphosphatase Nick and Labelling). Preparat histologik diproses dan
diwarnai dengan kit TUNEL. Jumlah sel apoptosis yang
terekspresi positif dilakukan perhitungan dengan cara tiap slide

dihitung persentase sel apoposis dari sel tumor dalam epitel
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bronkiolus dari 5 lapang pandang dan menghitung sel TUNEL-
positif diantara sel-sel tersebut dengan mikroskop cahaya

menggunakan pembesaran 400x.

Penggunaan metode TUNEL memperlihatkan derajat
spesifitas tinggi untuk mendeteksi sel yang mengalami apoptosis.
Perhitungan jumlah sel yang mengalami kematian sel pada epitel
bronkhiolus sebagai reaksi terhadap paparan polifenol mahkota
dewa, dapat dilakukan dengan menghitung setiap 100 sel pada 5

lapang pandang dan diambil nilai rata-rata.

Gambar 5.2.

Induksi Indeks Apoptosis. Tampak badan apoptotik (apoptotic body)
dengan pengecatan TUNEL. Pengecatan TUNEL tercat warna coklat pada
sel epitel bronkhiolus. Pengamatan dengan pembesaran 400X dengan
pengecatan TUNEL (Watuguly T, dkk, 2013).
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