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Abstrak: Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa analog kurkumin PGV-1 dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker payudara pada fase G,-M dan menginduksi terjadinya apoptosis. Penelitian ini
dilakukan untuk membandingkan pengaruh molekuler analog kurkumin PGV-0 dan kurkumin dengan
PGV-1 pada siklus sel dan apoptosis. Metode flowcytometry dilakukan dengan menganalisis pengaruh
perlakuan PGV-1 (2,5 uM), PGV-0 (5,0 pM) dan kurkumin (10,0 uM) terhadap distribusi sel pada berbagai
fase siklus sel T47D. Metode Wesrern blot dilakukan untuk mengamat pengaruh perlakuan senyawa
uji terhadap protein yang terlibat pada siklus sel (p21 dan Cde-2) dan apoptosis (Caspase-3/7/9). Hasil
pengamatan pada perlakuan dengan PGV-1, PGV-0 dan kurkumin menunjukkan fenomena hiperploidi.
Perlakuan dengan PGV-1 secara spesifik menunjukkan fenomena penghambatan pada fase G,-M.
Pengamatan molekuler menunjukkan PGV-1 dan PGV-0 mampu mempengaruhi ekspresi protein p21 dan
Cdc-2 sedangkan kurkumin hanya mempengaruhi aktivasi Cdc-2. Ketiga senyawa uji terbukti mampu
menginduksi apoptosis pada sel T47D melalui aktivasi Caspase-3/7. Secara keseluruhan, perlakuan ketiga
senyawa uji mampu mempengaruhi siklus sel dan dapat menginduksi terjadinya apoptosis pada sel T47D.

Kata kunci: kurkumin, PGV-0, PGV-1, siklus sel, apoptosis, sel T47D.

Abstract: Previous experiments showed that curcumin analogue (PGV-1) inhibited breast cancer cell
(T47D) growth at G,-M phase and induced cell apoptosis. This experiment was conducted to investigate
the molecular effect of another curcumin analogue, PGV-0 and curcumin on the cell cycle progression and
apoptosis as compared to the PGV-1. Flowcytometric method was conducted to analyze the effect of PG V-
1 (2,5 pM), PGV-0 (5,0 uM) and curcumin (10,0 uM) on the cell distribution of various phase of T47D cell
cycle. Western blot was also conducted to observe the effect of those compounds on proteins that involved
in cell cycle (i.e. p21 and Cdc-2) and apoptosis (Caspase-3/7/9). The results showed that PGV-1, PGV-0 and
curcumin induced hyperploidy phenomenon on T47D cell. PGV-1 inhibited the cell cycle specifically on
G_-M phase. Molecular observation showed that PGV-1 and PGV-0 were able to increase the expression of
p21 protein and the Cde-2 proteins, whilst curcumin was able to activate the Cdc-2 protein. The compounds
have ability to induce apoptosis on T47D cell via Caspase3/7 activation. In conclusion, PGV-1, PGV-0 and
curcumin inhibited the T47D cell cycle progression and induced cell apoptosis.

Keywords: curcumin, PGV-0, PGV-1, cell cycle, apoptosis, T47D cell.
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PENDAHULUAN

KURKUMIN (1,7-bis(41-hidroksi-31-metoksifenil)-
1.6-heptadiena-3.5-dion) merupakan salah satu
komponen aktif tanaman Curciona sp. yang
telah dibuktikan memiliki aktivitas antikanker'".
Analog kurkumin dengan struktur monoketon telah
dikembangkan dan banyak diteliti aktivitasnya,
antara lain adalah pentagamavunon-0 (2.5-bis(41-
hidroksi-31-metoksi)-benzilidin-siklo-pentanon
dikenal sebagai PGV-0 dan pentagamavunon-l1
(2.5-bis(41-hidroksi,31.51-dimetil)-benzilidin-
siklopentanon dikenal sebagai PGV-1©,

Penelitian terdahulu telah menunjukkan potensi
aktivitas PGV-0 dan PGV-1 sebagai antiinflamasi
dan antioksidan®. PGV-0 telah dibuktikan mampu
menghambat pertumbuhan sel HelLa, Myeloma dan
sel Raji lebih baik dibanding kurkumin. Aktivitas
terhadap sel kanker payudara T47D menunjukkan
bahwa PGV-1. PGV-0 dan kurkumin mampu
menghambat pertumbuhan sel kanker payudara
dengan nilai IC, berturut-turut 1,74: 9,39 dan 24,97
HM[SJ_

Penelitian lanjutan menunjukkan bahwa PGV-1
secara konsisten mampu menghambat pertumbuhan
sel T47D lebih baik dibanding kurkumin dan PGV-0
dan ketiga senyawa mampu mengaktivasi caspase-3
untuk menginduksi terjadinya apoptosis sel T47D.
Pengamatan lanjutan terhadap PGV-1 (2.5 pM),
menunjukkan kemampuan menghambat siklus sel
pada fase G,-M dan hiperploidi melalui aktivasi
Cdc-2 dan peningkatan ekspresi p21Y7. PGWV-1
telah dibuktikan pula mampu menurunkan faktor
angiogenik (VEGF dan COX-2) pada sel T47D
terinduksi estrogen'®. Hasil-hasil penelitian tersebut
membuktikan kemampuan PGV-1 (2.5 uM). untuk
mempengaruhi regulasi molekuler sel kanker T47D.

Penelitian terhadap PGV-0 menunjukkan
potensi antiproliferasi terhadap sel Myeloma'?.
Pengamatan penghambatan terhadap siklus sel

melalui pengamatan terhadap analisis inkoroporasi
BrdU yang menjadi penanda sintesis DNA pada
regulasi siklus sel menunjukkan kemampuan PGV-
0 untuk menghambat siklus sel''™. Pengamatan
menunjukkan pula kemampuan PGV-0 untuk
menginduksi terjadinya apoptosis pada sel kanker
payudara T47D®. Peneclitian-penelitian tersebut
belum secara mendalam menganalisis efek induksi
PGV-0 terhadap siklus sel dan induksi apoptosis
pada sel T47D.

Aktivitas antikanker kurkumin telah diteliti
sebelumnya dan menunjukkan kemampuan
kurkumin dalam menghambat pertumbuhan sel
kanker melalui penghambatan siklus sel dan
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dapat memacu terjadinya apoptosis’'’. Kurkumin
mampu menghambat pertumbuhan sel kanker
payudara T47D dan MCF7 dikaitkan dengan sifat
antiestrogeniknya?. Kurkumin telah dibuktikan
pula menghambat siklus sel kanker payudara T47D
untuk memasuki fase sintesis DNA pada pengukuran
inkorporasi BrdU dengan DNA'"®, Kurkumin mampu
memacu terjadinya apoptosis sel kanker payudara
pada fase G,-M415),

Penelitian lain membuktikan bahwa kurkumin
mampu menurunkan level ekspresi Cyclin D1
sehingga menghambat proses siklus sel''®". Kurkumin
telah dibuktikan mampu menghambat siklus sel
melalui perusakan struktur spindel mitosis dan
memacu terjadi kematian sel pada tahap mitosis!'".
Hasil-hasil penelitian tersebut menunjukkan potensi
kurkumin untuk mempengaruhi pertumbuhan sel
kanker pada level molekuler. Penelitian ini dilakukan
untuk membandingkan pengaruh perlakuan PGV-
1, PGV-0 dan kurkumin terhadap siklus sel dan
apoptosis pada sel kanker payudara T47D dengan
pengamatan pada level molekuler terhadap beberapa.
protein penanda.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Sel T47D merupakan sel kanker payudara
manusiamerupakankoleksi Cancer Chemoprevention
Research Center (CCRC), Fakultas Farmasi UGM
vang diperoleh dari Prof. Tatsuo Takeya dan Prof.
Masashi Kawaichi (Laboratorium Onkologi.
NAIST) dikultur dalam medium DEMEM (GIBCO
BRL). Medium penumbuh yang mengandung 10.000
U/mL penisilin/streptomisin dengan 102 FBS (Feral
Bovine Serum) (Sigma Chem. Co., St. Louis. USA).
Pengecatan DNA menggunakan etidium bromida
dan akridin oranye, DAPI dan RNA-se. Pelarut
senyawa uji adalah DMSO (Sigma). Bahan lain
vang digunakan adalah natrium karbonat (E.Merck)
fungison, antibiotik penisilin dan streptromisin
(Sigma Chem. CO. St. Louis. USA), hepes dan
tripsin (Sigma Chem. CO. St. Louis. USA). Antibods
untuk analisis protein-protein: p21 (Abcham), Cdec-2
(Cell Signalling), Caspase-3//7/9 (Cell Signalling).
PARP (Cell Signalling). o-tubulin (Sigma).
METODE. Analisis flowcyrtomerry. Selelah
sel diinduksi dengan perlakuan PGV-1, kurkumi=
dan PGV-0 dengan konsentrasi tertentu, sel dicuc
dengan PBS dan ditambahkan dengan larutas
propidium iodida 500 uL (PI; 50 pg/mL dalam PBS
mengandung 0,1% Triton-X). Sel selanjutnya dibes
perlakuan RNA-se bebas-DNase(20 pg/mL) selams
10 menit pada suhu 37°C. Sel dianalisis dengan FACS
Calibour dimasukkan pada alat flowcyromerer.
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Gambar 1. Analisis flowcytometric sel T47D dengan perlakuan PGV-1 2,5 uM jam ke-127 (B) dan jam ke-24 (C).

Perlakuan PGV-0 5,0 pM jam ke-12 (D) dan jam ke-24 (E), serta perlakuan karkumin 10,0 pM jam ke-12 (F) dan

jam Ke-24 (G). Analisis dibandingkan dengan sel kontrol tanpa perlakuan (A). Hasil merupakan representasi uji
3x independen.

puM). Perlakuan PGV-0 (5,0 uM), pada jam ke-12
dan ke-24 menyebabkan akumulasi sel pada G,-M
lebih tinggi dibanding kontrol. Hiperploid lebih
tinggi dibanding kontrol. akan tetapi pada jam ke-24
jumlah hiperploid lebih rendah dibanding perlakuan
jam ke-12. Hasil menunjukkan pula bahwa sel dengan
perlakuan PGV-0 relatif masih dapat menjalankan
siklus sel secara normal, terlihat sel masih dapat
memasuki fase (G normal. Perlakuan kurkumin (10,0
uM) pada sel T47D terlihat mampu meningkatkan
jumlah sel yang terakumulasi pada fase G, mulai jam
ke-24 yang berbeda siginifikan dengan sel kontrol (p
= 0.05). Pada jam ke-12 belum terjadi akumulasi sel
pada fase GG, tersebut.

Perlakuandengankurkuminmeningkatkanjumlah
sel hiperploid pada jam ke-12 dan 24. Akumulasi
sel pada hiperploid menunjukkan gagalnya proses
mitosis secara sempurna, pembelahan inti sel tidak
diikuti dengan pembelahan sel sehingga sel terbaca
sebagai hiperploid pada detektor'®.

Fenomena paling menarik dari data tersebut
adalah kemampuan PGV-1 dalam menghambat
pertumbuhan sel pada fase G_-M dan kemampuan
PGV-1, PGV-0 dan kurkumin untuk menstimulasi
akumulasi sel hiperploid dan peningkatan sel
pada fase sub G, pada beberapa perlakuan yang

mengindikasikan terjadinya pristiwa apoptosis.
Untuk memastikan mekanisme penghambatan
pertumbuhan sel T47D maka dilakukan analisis
Western blor terhadap protein-protein yang terlibat
pada fase G,-M dan apoptosis.

Pengaruh perlakuan PGV-1 terhadap siklus sel,
khususnya pada fase G,-M dan hiperploid terlihat
mulai muncul pada konsentrasi 2.5 pM. Perlakuan
PGV-1 pada konsentrasi 1,0 pM belum menunjukkan
perubahan yang signifikan dibanding sel kontrol.
Perlakuan PGV-1 1,0 uM terlihat mampu memacu
akumulasi sel pada area sub GG,. Hal ini membuktikan
bahwa efek penghambatan terhadap proliferasi sel
T47D tergantung pada konsentrasi PGV-1. Secara
umum perlakuan sel T47D dengan PGV-1, PGV-
0 dan kurkumin tidak menunjukkan perubahan
yang besar terhadap jumlah populasi sel pada fase
sub G,. Hal tersebut kemungkinan disebabkan
oleh: a) apoptosis pada sel kanker payudara tidak
diikuti mekanisme fragmentasi DNA"?, hal ini
menyebabkan sedikitnya jumlah sel apoptosis yang
terdeteksi pada fase sub G, : b) mutasi p53 pada sel
T47D kemungkinan menyebabkan kegagalan sel
menjaga terjadinya mirotic arrest dan melanjutkan
siklus sel sehingga mengalami kelainan mitosis
dan menyebabkan akumulasi hiperploidi untuk
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selanjutnya mengalami apoptosis dengan durasi
waktu wvang lebih lama. sehinga pada jam ke-12
dan 24 belum terlihat terjadinya akumulasi sel yvang
besar pada fase sub G ©#%*", Kelainan mitosis yang
menyebabkan terjadinya akumulasi sel hiperploid
mengakibatkan mekanisme kematian vang lain yakni
mitotic catastrophe'?,

Analisis pengaruh perlakuan PGV-1,
kurkumin dan PGV-0 terhadap protein vang
terlibat pada fase G,-M. Siklus sel pada fase
G, -M diatur oleh kompleks Cyclin B/Cde-2 yang
ditentukan oleh status fosforilasi Cde-2. Sebelum scl
memasuki fase Gz—M, Cde-2 berada dalam keadaan
terfosforilasi pada treonin 14 oleh kinase sitoplasma
Mytl " dan fosforilasi pada tirosin 15 oleh
kinase inti sel Weel1©. Aktivasi Cdc-2 melibatkan
proses defosforilasi oleh Cde25 pada kedua asam
amino™® tersebut dan diikuti dengan fosforilasi
pada treoninl 61 oleh CAK®7, Investigasi dilakukan
terhadap status fosforilasi Cdc-2 pada tirosin 15,
wvang menunjukkan kompleks antara Cdc-2 dan
CyclinB berada dalam keadaan aktif. Kompleks aktif
Cyclin-B dan Cdc-2 dapat dihambat oleh Cip-Kip
protein antara lain p21, p27 dan p57. Protein-protein
tersebut bekerja dengan cara menghambat aktivitas
kompleks Cyclin dan CDK®%2%, Pada penelitian
ini investigasi diarahkan pada protein p21 yang
memiliki peran lebih dominan pada penghambatan
siklus sel dibanding p27 dan p57%%.

Perlakuan PGV-1 (2.5 nM) dan PGV-0 terhadap
sel kanker payudara T47D dapat meningkatkan
ekspresi protein p21 dan memacu terjadinya aktivasi
Cdc-2, sedangkan perlakuan dengan kurkumin
menunjukkan tidak adanya kenaikan ekspresi p21
dan sel mengalami defosforilasi Cdc-2 dengan
mngkat vang lebih rendah dibanding PGV-1 dan
PGV-0 (Gambar 2A). Pengamatan ekspresi protein

CP— ubulin (50 kD)
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setelah perlakuan PGV-1 (2.5, 5.0 dan 7.5 uM)
menunjukkan fenomena yang konsisten, ditandai
dengan adanya defosforilasi Cdc-2 dan peningkatan
ekspresi p21. Setelah perlakuan PGV-1 (7.5 uM),
peningkatan ekspresi p21 tidak sekuat dibanding
perlakuan konsentrasi 2.5 dan 5.0 uM (Gambar 2B).
Defosforilasi Cdc-2 merupakan mekanisme aktivasi
kinase tersebut. menyebabkan terjadinva mitosis
prematur dan kegagalan sitokinesis. Sitokinesis dapat
berlangsung apabila Cdc-2 meungalami inaktivasi®?,
Hal ini menyecbabkan terjadinyva akumulasi sel
hiperploid pada pengamatan flowcyvromerric sel
dengan perlakuan PGV-1 (2.5 ).

Penilitian ini dilakukan pula terhadap etoposida
sebagai pembanding penginduksi apoptosis.
Perlakuan dengan etoposida 2.5 1M menyebabkan
peningkatan ekspresi p21 pada kondisi defosforilasi
Cde-2  relatif lebih lemah dibanding dengan
perlakuan PGV-1. Pada kondisi tersebut, etoposida
mampu memblok siklus sel pada fase G,-M dan
meningkatkan akumulasi populasi hiperploid, tetapi
kemampuan modulasinya lebih rendah dibanding
perlakuan dengan PGWV-1 2.5 puM. Di sisi lain,
etoposida terlihat memiliki kemampuan menginduksi
terjadinya proses apoptosis lebih kuat dibanding
perlakuan dengan PGV-1. Hal ini terlihat pada
pengamatan pemotongan PARP sebagai penanda
apoptosis dengan perlakuan etoposida meningkat
sangat signifikan dibanding sel kontrol maupun
perlakuan dengan PGV-1, sehingga dimungkinkan
PGV-1 memiliki mekanisme yang berbeda dengan
etoposida pada penghambatan pertumbuhan sel
kanker payvudara.

Analisis Mesrtern blor terhadap protein-
protein regulator apoptosis pada sel T47D setelah
perlakuan kurkumin dan PGV. Pengamatan
dengan analisis flowcyiometric menunjukkan

D S S e 4 Cdc-2 (34 kD)

T p21 (21 kD)

Cambar 2. (A) Analisis MWesterrn blor protein Cdc-2 terfosforilasi Tirosin-15 dan p21 setelah perlakuan PCV-
8. PGV-1 dan kurkumin. (B) Pengaruh variasi konsentrasi perlakuan PGV-1 pada sel T47D, PGV-1

mampu

meningkatkan ekspresi p21 pada kondisi Cdc2 terdefosforilasi.
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adanya peningkatan jumliah sel pada area sub G,
(menggambarkan adanya proses apoptosis) pada
perlakuan sel dengan dengan kurkumin, PGV-0
dan PGV-1. Peningkatan tersebut terjadi setelah
perlakuan selama 24 jam. kecuali pada perlakuan
dengan PGV-0. Peningkatan terbesar terjadi pada
perlakuan sel dengan PGV-1 konsentrasi 1 dan 2.5
uM setelah inkubasi 24 jam. Pengamatan apoptosis
pada area M1 (sub G)) pada analisis ffowevtometric
terhadap sel T47D menunjukkan perubahan yang
sangat kecil. Hal ini kemungkinan disebabkan pada
sel T47D proses apoptosis tidak ditandai dengan
terjadinya fragmentasi DNAY? dan kemungkinan
apoptosis belum terjadi secara maksimal. Untuk
memastikan adanya apoptosis pengamatan dilakukan
dengan analisis Wesrern blot terhadap protein-protein
yang terlibat pada proses apoptosis seperti PARP,
Caspase-3/6/7/8 dan -9.

Proses apoptosis pada sel T47D dapat dianalisis
dengan mengamati terjadinya pemotongan PARP
(pel  (ADP-ribosa) polimerase). suatu protein
penanda terjadinya proses apoptosis ditunjukkan
dengan terjadinya pemotongan dari berat molekul
116 kDa menjadi 89 kDa dan 24 kDa. Caspase 3
yang diaktifkan selama proses apoptosis merupakan
caspase yang bertanggung jawab terhadap terjadinya
pemotongan PARP tersebut®?. Penelitian kami
sebelumnya menunjukkan kemampuan PGV-1,
PGV-0 dan kurkumin mampu memicu aktivasi
Caspase-3. Pada penelitian ini peagamatan kami
lakukan pula terhadap Caspase-/7/8 dan Caspase-9,

83 kD’ —- Cleavage PARP

e “ Full Length Capase-3 32.5 kD -

Cleavage Caspase-3
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Analisis Western blot terhadap pemotongan
PARP membuktikan senyawa uji (PGV-0, PGV-1 dan
kurkumin) mampu menginduksi terjadinya apoptosis
pada sel kanker T47D. Hal ini sesuai dengan yang
ditunjukkan oleh induksi apoptosis sel T47D oleh
etoposida sebagai kontrol positif (Gambar 3).
Pentagamavunon-1 (PGV-1) mampu menginduksi
pemotongan PARP paling kuat dibanding kurkumin
maupun PGV-0. Hasil ini konsisten pula dengan hasil
analisis floweytomertric, dimana perlakuan PGV-1
2.5 pM 24 jam menghasilkan area sub G, lebih besar
dibanding kurkumin dan PGV-0.

Apoptosis melibatkan mekanisme yang kompleks
baik melalui jalur mitokondria, melalui reseptor
kematian ataupun melalui jalur survival/. Ketiga jalur
tersebut melibatkan aktivasi regulator Caspase baik
Caspase-8 ataupun Casapse-973%). Hasil pengamatan
menunjukkan PGV-1., PGV-0 dan kurkumin
tidak mampu mengaktivasi Caspase-8& sementara
menunjukkan

pengamatan terhadap Caspase-9
adanya kemungkinan aktivasi Caspase-9 pada _
sel T47D (Gambar 4), hasil ini perlu dilakukan

konfirmasi ulang. Hal ini merupakan fenomena yang
menarik, karena fenomena apoptosis melalui aktivasi
Caspase-9 biasanya melibatkan p53, sementara sel
T47D telah kehilangan fungsi pS3-nya. Hilangnya
fungsi p53 dalam sel T47D disebabkan adanya mutasi
pada residu 194, leusin berubah menjadi fenilalanin
pada gen p53, schingga menyebabkan p53 tidak
berfungsi. P53 dalam sel T47D kehilangan fungsi
pada penghambatan siklus sel pada fase G, dan G,

3

47.5 kD
Capase-9

475kD *m ‘aq Capase-8
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16.5 kD — — o — > &
SN > &N
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Gambar 3. Analisis Western blor untuk deteksi apoptosis (cleaved PARP) dan pengamatan aktivasi Caspase

effektor Caspase-3(6), Caspase-7 dan Caspase regulator (Caspase-8/9), dengan kontrol a-tubullin. PGV-0, PGV-1,

Kurkumin dan etoposida dapat mengaktivasi Caspase efektor, tetapi tidak mengaktivasi Caspase regulator. PGV-1

memacu terjadinya cleaved PARP setara dengan etoposida dan lebih kuat dibanding PGV-0 maupun kurkumin.
Hasil merupakan representasi pengamatan 2x independen.
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maupun memacu terjadinya apoptosis®*3536.37,

Hasil pengamatan sebelumnya menunjukkan
bahwa perlakuan PGV-1 tidak meningkatkan ekspresi
protein p353Y7. Protein p53 merupakan regulator
apoptosis sekaligus merupakan faktor tranksripsi
protein pro apoptosis seperti PUMA. Meningkatnya
level ekspresi PUMA dapat meningkatkan ekspresi
Bax untuk selanjutnya memacu pelepasan sitokrom
C dan memacu terjadinya apoptosis melalui
aktivasi Caspase-9©%3*", PUMA dapat pula memacu
terjadinya pelepasan sitokrom C secara langsung
untuk selanjutnya memacu terjadinyva apoptosis.
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ekspresi
PUMA dan Bax pada sel T47D dengan perlakuan
PGV-1 tidak menampakkan perubahan'”. Hasil-hasil
tersebut membuktikan bahwa proses apoptosis pada
sel T47D dengan perlakuan PGV-1 (maupun PGV-0
dan kurkumin), kemungkinan melibatkan jalur dan
mekanisme yang berbeda.

Analisis pengaruh perlakuan kurkumin
dan PGV terhadap modulasi siklus sel T47D.
Hasil uji secara umum menunjukkan bahwa analog
kurkumin PGV memiliki kemampuan menghambat
pertumbuhan sel pada fase G,-M dan menyebabkan
sel T47D mengalami hiperploid. PGV-0 terlihat
memiliki kecenderungan aktivitas yang sama dengan
PGV-1 dengan potensi lebih lemah dibanding
PGV-1. Perlakuan kurkumin menunjukkan adanya
peningkatan hiperploid sel, tanpa diitkuti akumulasi
sel pada fase G,-M. Pada jam ke-24 perlakuan
kurkumin, sel terlihat mengalami sedikit peningkatan
pada fase G,.

Perlakuan dengan ketiga senyawa uji
menunjukkan terdapatnya akumulasi sel hiperploid.
Berdasarkan hasil percobaan dengan analisis
flowcytometric dan analisis Western blotr oleh
senyawa uji terhadap sel kanker payudara terlihat
bahwa PGV-1 memiliki potensi terbesar untuk
dikembangkan sebagai senyawa antikanker dengan
potensi penghambatan spesifik pada siklus sel kanker
payvudara khususnya penghambatan pada fase G,-M
dan hiperploid (Tabel 2). Senyawa-senyawa tersebut
menginduksi sel untuk mengalami cell cycle arrest
pada fase mitosis. Perlakuan dengan PGV-1 dan
PG V-0 menunjukkan adanya akumulasi sel pada fase
G _-M dan diikuti dengan adanya aktivasi Cdc-2 dan
peningkatan ekspresi p21. Perlakuan kurkumin tidak
menunjukkan terjadinya peningkatan ekspresi p21,
akan tetapi menunjukkan adanya aktivasi Cde-2 dan
akumulasi hiperploid sel. fenomena ini belum dapat
dijelaskan penyebabnya. Penelitian sebelumnya
membuktikan kurkumin mampu menginduksi
kerusakan spindel mitosis. sehingga sel mengalami
kegagalan membelah secara sempurna“’. Hal ini
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kemungkinan menyebabkan adanya peningkatan
jumlah sel hiperploid pada analisis flowcvtometric
tanpa diikuti kenaikan ekspresi p21. Mekanisme
ini menyerupai beberapa senyawa antimikrotubul
seperti nokodazol, vinkristin dan takso]?2#03142. 441

Secara umum sel kanker payudara memiliki
ekspresi protein Cyclin D1 cukup tinggi™.
Perlakuan kurkumin pada sel kanker payudara T47D
konsentrasi 10,0 uM selama 24 jam, terbukti tidak
mampu menurunkan level ekspresi protein Cyclin
D1 pada beberapa sel kanker payudara antara lain sel
T47D dan MDA-MD-468 dan MCF-7. Akan tetapi
pada sel T47D dengan perlakuan yang sama, terbukti
kurkumin mampu menurunkan level ekspresi Cyclin
D3 maksimal pada jam ke-24 dan sectelah jam ke-48
Cyclin D3 kembali normal''®. Hal ini kemungkinan
vang menyebabkan adanya kenaikan jumlah sel pada
fase G, setelah perlakuan kurkumin 24 jam. Hasil
analisis Wesrern blof menunjukkan bahwa kurkumin
tidak mampu meningkatkan level ekspresi protein
p21. sehingga kurkumin tidak mampu memacu
terjadinya cel/l cycle arrest pada fase G, maupun
G,-M secara signifikan. Hasil serupa membuktikan
perlakuan kurkumin 10,0 uM tidak meghambat sel
pada fase G, dan G,"?. Hal ini didukung pula oleh
adanya mutasn p53 pada sel T47D sehingga protein
tersebut telah kehilangan fungsinya“®. Protein
yvang terlibat pada fase G| seperti p53, p21 dan
pRb memegang peranan untuk mencegah terjanya
hiperploid pada sel kanker'#44%,

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
kurkumin mampu memodulasi terjadinya hiperploid
pada sel T47D. Beberapa sel kanker payudara seperti
T47D. MDA-MB-468 dan BT-20 dengan karakter
mutasi pada p53, pada induksi konsentrasi rendah
dengan senyawa antimikrotubul seperti nokodazol
dan vinkristin terbukti menyebabkan ketiga sel
berada pada miiroric arresr. Perlakuan dengan
konsentrasi tinggi terhadap ketiga sel tersebut
menyebabkan sel mengalami G, dan G,-M arrest.
Pada perlakuan konsentrasi tlnggl tersebul diikuti
pula dengan peningkatan ekspresi protein p21©¢,
Pada percobaan ini kurkumin yang digunakan
termasuk tingkat konsentrasi rendah. Kurkumin,
kemungkinan mengikuti model mekanisme tersecbut.
Hal ini ditunjukkan dengan gagalnya kurkumin
menyebabkan terjadinya G, dan G, arresr. Hal ini
didukung pula dengan ttdak adanya peningkatan
ekspresi p21 pada perlakuan kurkumin konsentrasi
rendah. Aktivasi Cdc-2 oleh kurkumin, menyebabkan
sel memasuki fase mitosis secara prematur dan
terjadi pula penggandaan DNA secara prematur. Hal
tersebut diikuti dengan miitoric arrest dan diikuti
dengan kematian sel vang dikenal pula dengan
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miitotic catastrophe. Salah satu ciri khas dari proses
kematian sel ini adalah adanya aktivasi abnormal
kompleks Cdc2-2/Cyeclin B*®, Senyawa-senyvawa
antimikrotubul menunjukkan karakteristik serupa™?.
Perlakuan dengan analog kurkumin PGV
menunjukkan adanya peningkatan ekspresi p21 dan
aktivasi Cdc-2 pada sel dan terjadi penghambatan
siklus sel pada fase G,-M dan diikuti adanya hiperploid
setelah perlakuan 24 jam. PGV-1 menunjukkan efek
pengambatan yang lebih besar disbanding PGV-0 dan
ditandai pula adanya akumulasi sel pada fase G -M
dengan adanya peningkatan ekspresi protein p2l1
mulai jam ke-24 dan adanya peningkatan jumlah sel
hiperploid dengan adanya aktivasi Cdc-2 (Tabel 2).
Sel kanker payudara dikelompokkan menjadi
dua: a) sensitif terhadap nokodazol (suatu senyawa
antimikrotubul), antara lain adalah sel MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-352,
sel tersebut mengalami peningkatan indeks mitosis
setelah perlakuan dengan nocodazole (miroric arrest)
dan b) memiliki respon lemah terhadap nokodazol
antara lain: T47D, MDA-MB-468 dan ZR-75-1046),
Ketiga sel tersebut memiliki kesamaan mutasi pada
p53. sehingga protein tersebut kehilangan fungsinya.
Induksi senyawa antimikrotubul terhadap ketiga sel
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tersebut sangat tergantung kepada tingkat konsentrasi
senyawa uji. Perlakuan dengan konsentrasi rendah
menyebabkan sel mengalami mitotic arrest dan
pada perlakuan konsentrasi tinggi menyebabkan
sel mengalami G, dan/atau G, arrest diikuti dengan
adanya peningkatan ckspresi p21.

Berdasarkan nilai IC,, hasil uji sitoktoksisitas
dan tingkat konsentrasi yang diujikan untuk analisis
siklus sel, maka tingkat konsentrasi uji PGV-1 pada
konsentrasi 1,0 uM termasuk pada konsentrasi lebih
rendah dibanding nilai 1C, sedangkan konsentrasi
2.5 pM termasuk tingkat konsentrasi yvang tinggi
(Gambar 4). Pengujian dengan kurkumin dan PGV-
0 termasuk tingkat konentrasi rendah. Berdasarkan
skema uji tersebut, terlihat bahwa PGV-1 konsentrasi
tinggi menyebabkan sel mengalami peningkatan
ekspresi p21. Adanya hiperploid menunjukkan adanya
kelainan pada proses mitosis. Pembelahan sel yang
tidak sempurna menyebabkan sel keluar dari mitosis
dan sel terakumulasi pada fase “seperti G~ dengan
multinukleus™”. Ekspresi tinggi p21 mulai jam ke-24
menyebabkan terjadinya arrest sel pada fase “seperti
G,” dan fase G,-M. Pada konsentrasi rendah sel tidak
mengalami G,-M arrest akan tetapi sel mengalami
mitortic arrest (serupa dengan kurkumin).

Tabel 2. Persentase tingkat perubahan relatif terhadap sel kontrol sel T47D dengan perlakuan PGV-1, PGV-0 dan
kurkumin pada berbagai fase siklus sel dan perubahan tingkat ekspresi protein p21 dan Cde-2 terfosforilasi.

Analisis flowevtometric

Analisis Wesrern blot

Perlakuan

Sub G, G Go-M Hiperploid P21 Cdc-2p
PGV-1 2,5 uM 12 19.90 -95.03 147,83 -6,69 Tidak dilakukan
PGV-125 uM 24 104,13 -96,34 47,32 240,31 ot aihdad
PGV-0 5.0 uM 12 19,42 -2,29 6,65 38,08 Tidak dilakukan
PGV-0 5.0 uM 24 -15,29 =5;15 16,71 29.74 ++ *
Kur 10,0 uM 12 -20,15 -21.44 -50,56 50,19 Tidak dilakukan
Kur 10,0 pM 24 13,35 11,60 -36,80 69,67 o *

Keterangan:

+ (peningkatan), * (penurunan). persentase relatif = (Co-Un)/Co x 100%. Co = persentase populasi sel pada perlakuan

kontrol, Un = perlakuan dengan senyawa uji.

ICs, = 1,77 uM

IC5o = 9,39 uM

IC5, = 24,97 uM

o1

1.0uM 2,5uM 5,0 uM

Kurkumin
T Uji analisis
Flowcytometri dan
10,0 pM Western Blorrt

Gambar 4. Nilai IC_, senyawa uji dan konsentrasi senyawa uji terhadap sel kanker payudara pada pengamatan
regulasi siklus sel (analisis flowcyromerric dan Wesrtern blor. (Keterangan: tidak dilakukan analisis Wesrern blor
untuk PGV-1 konsentrasi 1,0 uM).
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Beberapa  penelitian menunjukkan  bahwa
perlakuan dengan senyawa antimikrotubul
menyebabkan sel keluar dari mitosis dan memasuki
kembali fase G, tanpa terjadinya pembelahan yang
sempurna vang dikenal dengan istilah mitoric
slippage'*™. Pada kondisi normal sel tersebut
akan dipacu untuk arrest pada G, karena adanya
kelainan kandungan DNA. Akan tetapi dengan
terjadinya mutasi p53 berakibat pada gagalnya
kontrol checkpeoint pada G, ini sehingga sel dengan
kandungan DNA 4N memasuki fase S dan terjadi
endoduplikasi. Hal ini ditunjukkan pula dengan
adanya aktivasi Cdec-2 wyang menyebabkan sel
memasuki fase mitosis dengan kelainan kandungan
DNA dan sebagai konsekuensinya terjadi hiperploid
scl(ll.é_‘-‘ll

Protein-protein yang terlibat pada checkpoint
fase G, seperti pRb, p53 dan p21 memegang peran
penting untuk mencegah terjadinya hiperploid
ini. Mutasi p53 ini sangat mempengaruhi adanya
hilangnya kemampuan checkpoint pada fase G| akan
tetapi sel masih dapat mengalami arresr pada fase G,,.
Hal ini dibuktikan dengan adanya ekspresi tinggi p21
setelah perlakuan PGV-1 jam ke 24 yang memacu
terjadinya akumulasi sel pada fase G.-M dan tidak
terjadi arrest pada fase G, normal (2N). Hasil ini
mengindikasikan pula bahwa ekspresi tinggi p21
saja tidak mampu untuk mencegah sel mengalami
hiperploid. Hal ini ditunjukkan pula dengan adanya
aktivas1 Cdc-2 sehingga sel tetap memasuki fase
mitosis dan terjadi hiperploid. Berdasarkan analisis
tersebut terlihat bahwa PGV-1 memiliki efek
paling kuat dibanding kedua senyawa uji lainnya.
Aktivitas antikanker kurkumin, PGV-0 dan PGV-
I memiliki mekanisme yang sama dengan obat-
obatan antimikrotubul. Obat-obatan antimikrotubul
memacu terjadinya hiperploid sel dan diikuti dengan
proses apoptosis pada sel tersebut!24144),

Analisis pengaruh perlakuan kurkumin dan
PGV terhadap apoptosis sel. Induksi apoptosis
pada sel T47D oleh senyawa kurkumin, PGV-1 dan
PGV-0 terjadi melalui aktivasi Caspase-3/7 tidak
melalui aktivasi Caspase-8 (Gambar 4). Apoptosis
terjadi melalui pelepasan sitokrom C mitokondrial
yang memacu terbentuknya apoptosom (kompleks
Apafl dan proCaspase-9) untuk memacu terjadinya
apoptosis melalui aktivasi Caspase-9 yvang ditandai
dengan adanya pemotongan Caspase-9°3+9_ Beberapa
penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa induksi
apoptosis oleh senyawa-senyawa antimikrotubul
vebabkan terjadinya hiperfosforilasi Bel-2.
ini menyebabkan Bcl-2 anti apoptotik tidak
mampu membentuk dimer dengan Bax dan memacu
dilepaskannya sitokrom C dari mitokondria tanpa

Jurnal lHmu Kefarmasian Indonesia 107

melibatkan protein p53¢9,

Penelitian sebelumnya menunjukkan aktivasi
Caspase-3/7 terjadi mulai jam ke-12 dan diikuti
dengan adanya pemotongan PARP'”. Hasil ini sejalan
dengan hasil penelitian yang menunjukkan adanyva
fosforilasi Bcl-2 mulai pada jam ke-3, pada sel
MCF-7 dengan perlakuan senyawa antimikrotubul
vinorelbine dan estramusin. Fosforilasi tersebut
mendahului terjadinya peristiwa apoptosis pada
sel tersebut™®”. Penelitian serupa menggunakan
vinkristin dan paklitaxel menunjukkan adanya
hiperfosforilasi Bel-2 mulai jam ke-6 dan diikuti
dengan aktivasi Caspase-3 dan pemotongan PARP
pada jam ke-12, peristiwa ini terjadi mendahului
terjadinya fragmentasi DINAGY,

Mekanisme fosforilasi Bel-2 belum sepenuhnya
ditemukan, secara umum fosforilasi Bcl-2 tersebut
melibatkan protein kinase. Penelitian yang lain
menunjukkan terjadinya fosforilasi Bel-2 pada sel
oleh senyawa antimikrotubul terkait dengan kontrol
mitosis pada sel“"". Kedua kelompok peneliti
menunjukkan bahwa hiperfosforilasi Bel-2 terjadi
pada saat sel memiliki mitotik indeks yang tinggi
pula. Hal yang sama dari hasil kedua kelompok
peneliti menunjukkan bahwa fosforilasi Bel-2 terjadi
mendahului peristiwa apoptosis. Hal ini menimbulkan
dugaan bahwa fosforilasi Bel-2 kemungkinan
merupakan sinyal awal untuk terjadinya apoptosis
pada sel dengan perlakuan senyawa antimikrotubul.

Fosforilasi Bcl-2 terjadi pada serin-70 dan
serin-80“%,  hal ini menimbulkan dugaan bahwa
fosforilasi Bel-2 terkait dengan aktivasi kompleks
Cyclin-B/Cdc-2 kinase yang merupakan serin
kinase®?. Pengamatan menggunakan olomusin
(inhibitor spesifik Cyclin-B/Cde-2 kinase)
menunjukkan tidak adanya perubahan pada
Jumlah sel yang mengalami apoptosis dan hanya
berpengaruh pada jumlah sel yang memasuki fase
mitosis®*. Pada percobaan kali ini terjadi aktivasi
Cdc-2 pada sel T47D dengan perlakuan senyawa uji
pada jam ke-24. Aktivasi Caspase pada pengamatan
kami sebelumnya menunjukkan terjadi mulai jam
ke-12'". Hasil tersebut membuktikan aktivasi Cdc-
2 tidak terkait dengan induksi apoptosis pada tahap
awal. Hal ini didukung pula bahwa Bcl-2 bukan
merupakan substrat Cyclin-B/Cdc-2 kinase secara
in vitro®?. Penelitian sebelumnya juga menunjukkan
bahwa terjadinya penghambatan sel T47D pada fase
G2-M oleh senyawa PGV-1 tidak terkait dengan
induksi proses apoptosis’®®,

Melkanisme induksi apoptosis oleh senyawa uji
dimungkinkan pula melalui peningkatan ekspresi
protein p21. Protein p21 dapat memacu terjadinya
apoptosis tanpa tergantung p53 pada sel kanker.
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Induksi apoptosis oleh p21 terjadi melalui jalur yang
berbeda dengan jalur apoptosis melalui p53¢°37, Efek
proapoptotik p21 telah dibuktikan pada kombinasi
perlakuan  paklitaxel (antimikrotubul) dengan
manumisin yang menginduksi apoptosis melalui
jalur aktivasi Caspase-3°%. Peningkatan ekspresi
p21 mampu menekan oB kristalin yang mencegah
maturasi Caspase-357, Mekanisme aktivasi
Caspase-3 dan Caspase-7 dimungkinkan pula terjadi
melalui aktivasi Caspase-2. Senyawa antimikrotubul
(dokotaksel yang merupakan golongan taksan),
mampu menginduksi terjadinya apoptosis pada sel
melanoma melalui mekanisme aktivasi Caspase-2©9,
Aktivasi Caspase-2 terjadi melalui jalur mitokondrial
dan jalur non-mitokondrial. Aktivasi Caspase-2
pada sel kanker kolon dengan perlakuan resveratrol
mengindikasikan adanya aktivasi Caspase-2 tanpa
melalui jalur mitokondrial®". Caspase-2 termasuk
inisiator Caspase yang diaktivasi oleh beberapa jalur
antara lain oleh adanva kerusakan DNA!.62)

SIMPULAN

Senyawa kurkumin (10 pM). PGV-0 (5,0 uM) dan
PGWV-1 (2.5 uM) dapat menghambat pertumbuhan sel
T47D melalui jalur penghambatan siklus sel dengan
mengakumulasi hierploidi sel melalui aktivasi Cdc-2
dan induksi apoptosis melalui aktivasi Caspase-3/7.
Penghambatan pertumbuhan sel T47D oleh senvawa
kurkumin, PGV-0 dan PGV-1 tergantung pada
konsentrasi. PGV-1 (2,5 uM) memiliki potensi paling
kuat dalam menghambat pertumbuhan sel T47D,
diawalai dengan penghambatan siklus sel pada fase
G,-M. PGV-0 (5,0 uM) dan PGV-1 (2,5 uM) mampu
meningkatkan ekspresi p21 yang memacu terjadinya
akumulasi sel pada fase G -M | sementara kurkumin
(10,0 uM) tidak mempengaruhi ekspresi p21.

SARAN

Aktivitas antikanker senyawa analog kurkumin
(khususnya PGV-1) perlu diuji secara in vivo.
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