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ABSTRAK

Pendahuluan: Cisplatin memiliki aktivitas antitumor terhadap berbagai jenis
kanker dan merupakan obat pilihan pertama untuk terapi KSS (karsinoma sel
skuamosa) oral. Kombinasi cisplatin dan calcitriol (1,25-(OH)2D3) memberikan
hasil positif terhadap terapi kanker ini.

Tujuan: untuk mengetahui perbedaan ekspresi mRNA p38a MAPK, COX-2,
caspase-1 dan IL-1p setelah pemberian calcitriol pada sel CAL27 KSS oral.
Metoda: penelitian laboratorium eksperimental di Laboratorium Sentral
Universitas Padjadjaran (Januari-Mei 2023) menggunakan sel CAL27, terbagi atas
kelompok calcitriol (dosis 4.48, 11.21, 22.43, 44.87 ppm) dan kombinasi cisplatin-
calcitriol (dosis 3.69, 9.22, 18.45, 36.91 ppm). Kontrol positif menggunakan
cisplatin. Kontrol negatif menggunakan media CAL27 yang tidak diberi perlakuan.
Seluruh penanda biologis dilakukan pengujian sebanyak dua kali. Pengukuran 1C50
menggunakan uji viabilitas sel. Ekspresi mRNA dievaluasi menggunakan RT-PCR.
Analisis data menggunakan ANOVA untuk data berdistribusi normal dan Kruskal-
Wallis untuk data berdistribusi tidak normal.

Hasil: IC50 calcitriol sebesar 44.87 ppm, 1C50 cisplatin sebesar 9.99 ppm dan IC50
kombinasi cisplatin-calcitriol sebesar 36.91 ppm. Tidak terdapat perbedaan
ekspresi mRNA p38a MAPK antara seluruh kelompok (p=0.08). Terdapat
perbedaan ekspresi mRNA COX-2 antara kelompok cisplatin, calcitriol dan
kombinasi cisplatin-calcitriol (p=0.005). Uji post hoc menunjukkan kombinasi
cisplatin-calcitriol 36.91 ppm berbeda bermakna ekspresi mMRNA COX-2 terhadap
kelompok kontrol positif, kelompok calcitriol (4.48, 11.21, 22.43, 44.87 ppm) dan
kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol (3.69, 9.22 ppm). Kombinasi cisplatin-
calcitriol 18.45 ppm berbeda bermakna ekspresi mMRNA COX-2 terhadap kelompok
calcitriol (4.48, 11.21, 22.43, 44.87 ppm) dan kelompok kombinasi cisplatin-
calcitriol (3.69, 9.22 ppm). Tidak terdapat perbedaan ekspresi mMRNA caspase-1
antara seluruh kelompok (p=0.604). Terdapat perbedaan ekspresi mRNA IL-1p
antara seluruh kelompok (p=0.016), tetapi perbedaan hanya ditemukan antara
kelompok kontrol negatif dan kontrol positif.

Kesimpulan: Terdapat perbedaan ekspresi mRNA COX-2 pada sel CAL27
karsinoma sel skuamosa oral yang diberi perlakukan calcitriol, cisplatin dan
kombinasi cisplatin-calcitriol. Kombinasi cisplatin dan calcitriol pada dosis 18.45
dan 36.91 ppm nampak berbeda bermakna ekspresi MRNA COX-2 dibandingkan
pemberian cisplatin atau calcitriol secara tunggal. Tidak terdapat perbedaan
ekspresi p38a MAPK, caspase-1 dan IL-1p pada sel CAL27 karsinoma sel
skuamosa oral yang diberi perlakukan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
calcitriol. Pemberian calcitriol pada sel CAL27 karsinoma sel skuamosa dapat
menyebabkan kematian sel melalui jalur inflamasi yang ditandai adanya ekspresi
ekspresi p38a. MAPK, COX-2, caspase-1 dan IL-1B. P38a MAPK tidak dapat
menjadi penanda biologis penentuan kematian sel CAL27 setelah pemberian terapi



calcitriol, namun penanda biologis ini berperan untuk evaluasi efektivitas terapi
menggunakan calcitriol dan cisplatin.

Kata kunci: calcitriol, cisplatin, CAL27, p38a MAPK, COX-2, Caspase-1, IL-1



ABSTRACT

Introduction: Cisplatin has antitumor activity against various types of cancers and
is the first-choice drug for oral squamous cell carcinoma (OSCC) therapy. The
combination of cisplatin and calcitriol (1,25-(OH)2D3) has shown positive results
in treating this cancer.

Objective: To investigate the differences in mRNA expression of p38a MAPK, COX-
2, caspase-1, and IL-1p after calcitriol administration to CAL27 oral OSCC cells.
Methods: An experimental laboratory study was conducted at the Central
Laboratory of Padjadjaran University from January to May 2023 using CAL27
cells. The cells were divided into calcitriol groups (doses of 4.48, 11.21, 22.43,
44.87 ppm) and cisplatin-calcitriol combination groups (doses of 3.69, 9.22, 18.45,
36.91 ppm). A positive control group received cisplatin, while a negative control
group received untreated CAL27 media. All biological markers were tested twice.
IC50 was determined using cell viability assays. mRNA expression was evaluated
using RT-PCR. Data analysis employed ANOVA for normally distributed data and
Kruskal-Wallis for non-normally distributed data.

Results: The IC50 for calcitriol is 44.87 ppm, the 1C50 for cisplatin is 9.99 ppm,
and the IC50 for the combination of cisplatin-calcitriol is 36.91 ppm. There was no
significant difference in p38a MAPK mRNA expression among all groups (p=0.08).
However, there was a significant difference in COX-2 mRNA expression among the
cisplatin, calcitriol, and cisplatin-calcitriol groups (p=0.005). Post hoc analysis
revealed that the combination of cisplatin-calcitriol at 36.91 ppm significantly
differed in COX-2 mRNA expression from the positive control group, the calcitriol
group (4.48, 11.21, 22.43, 44.87 ppm), and the cisplatin-calcitriol group (3.69, 9.22
ppm). The combination of cisplatin-calcitriol at 18.45 ppm significantly differed in
COX-2 mRNA expression from the calcitriol group (4.48, 11.21, 22.43, 44.87 ppm)
and the cisplatin-calcitriol group (3.69, 9.22 ppm). There was no significant
difference in caspase-1 mRNA expression among all groups (p=0.604). There was
asignificant difference in IL-15 mRNA expression among all groups (p=0.016), but
the difference was only observed between the negative control and positive control
groups.

Conclusion: There is a difference in COX-2 mRNA expression in CAL27 oral
squamous cell carcinoma cells treated with calcitriol, cisplatin, and the
combination of cisplatin-calcitriol. The combination of cisplatin and calcitriol at
doses of 18.45 and 36.91 ppm appears to have a significantly different effect on
COX-2 mRNA expression compared to the administration of cisplatin or calcitriol
alone. There is no difference in p38a. MAPK, caspase-1, and IL-1 mRNA
expression in CAL27 oral squamous cell carcinoma cells treated with calcitriol,
cisplatin, and the combination of cisplatin-calcitriol. Calcitriol administration in
CAL27 oral squamous cell carcinoma cells may induce cell death through the
inflammatory pathway marked by the expression of p38a MAPK, COX-2, caspase-
1, and IL-18. P38a MAPK may not serve as a biological marker for determining

Vi



CAL27 cell death after calcitriol therapy, but it plays a role in evaluating the
effectiveness of calcitriol and cisplatin therapy.

Keywords: calcitriol, cisplatin, CAL27, p38a MAPK, COX-2, Caspase-1, IL-1P
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang Penelitian

Kanker mulut merupakan salah satu masalah kesehatan di dunia. Menurut World
Cancer Research Fund International pada tahun 2020, ditemukan bahwa kanker
bibir dan rongga mulut menempati urutan ke 16 dari seluruh kanker dan jumlahnya
mencapai 377.700 kasus di dunia.® Secara klinis, neoplasma ini paling sering
ditemukan pada mukosa lidah (40-50% kasus), sisanya pada mukosa bukal, dasar
mulut, gingiva dan palatum.? Berdasarkan usia, sekitar 6% kasus kanker mulut
ditemukan pada usia kurang dari 45 tahun.? Pada tahun 2012, berdasarkan data
GLOBOCAN, kanker mulut dapat terjadi pada 5.5 laki-laki dan 2.5 perempuan per
100.000 penduduk.® Tingkat mortalitas akibat kanker mulut diperkirakan mencapai
3-4 laki-laki dan 1.5-2.0 perempuan per 100.000 penduduk.? Prevalensi kanker
mulut di Asia, nampak mengalami peningkatan terutama di negara India yang
mencapai 60-80% kasus dibandingkan dengan negara lain.* Di Indonesia, penelitian
mengenai epidemiologi kanker mulut masih terbatas pada beberapa institusi
kesehatan. Menurut Sirait, dari survei RISKESDAS tahun 2007, ditemukan
prevalensi sebesar 0.2%o untuk kanker mulut.®> Seiring dengan waktu, jumlah
insidensi dan mortalitas akibat kanker mulut juga semakin meningkat, terutama di

Asia Tenggara. Data tahun 2012, menunjukkan insidensi kanker berdasarkan age



standart rate sebesar 2.3 (laki-laki 2.8 dan perempuan 1.9) dengan tingkat
mortalitas sebesar 1.0°.

Penyebab kanker mulut masih belum diketahui secara jelas, namun mutasi
genetik yang terjadi dapat disebabkan karena kompleksitas berbagai faktor.
Disamping faktor genetik yang berperan , ada faktor lain yang juga dapat menjadi
pemicu timbulnya kanker mulut, yaitu merokok, minum alkohol, menyirih, radiasi,
kondisi imunosupresi, nutrisi, infeksi kandidiasis, trauma kronis, dan infeksi
Human Papillomavirus (HPV).2*8 Diet nutrisi yang mengandung kadar calcitriol
(1,25-(OH)2D3) tinggi telah diketahui dapat menurunkan risiko timbulnya kanker
mulut pada tikus.® Pada pasien karsinoma sel skuamosa oral, telah ditemukan
memiliki kadar rendah calcitriol.® Disamping itu, calcitriol juga direkomendasikan
untuk dapat digunakan bersama terapi kanker lainnya baik radiasi, kemoterapi
maupun radiokemoterapi.'® Calcitriol yang merupakan analog vitamin D sintetis,
selain memiliki efek terhadap metabolisme kalsium dan fosfor, vitamin ini juga
memiliki efek anti tumor, antiproliferatif, apoptosis dan angiogenesis.*

Terapi kombinasi antara calcitriol dengan bahan kemoterapi seperti platinum
analog, taxane dan DNA-intercalating agent diketahui memberikan efek anti tumor
lebih baik daripada bahan kemoterapi itu sendiri.®> Cisplatin (cis-
diaminedichloroplatinum, CDDP) merupakan bahan kemoterapi yang memiliki
aktivitas antitumor terhadap berbagai jenis kanker dan merupakan obat pilihan
pertama untuk terapi karsinoma sel skuamosa (KSS) oral.*® Pada tikus model,
pemberian cisplatin diketahui dapat mengurangi pertumbuhan tumor dengan cara

merusak DNA dan menghambat replikasi DNA sehingga siklus sel menjadi



terhambat dan akhirnya terjadi kematian sel.® Potensiasi efek anti tumor dari
cisplatin akan semakin meningkat dengan pemberian calcitriol . *°

Penelitian mengenai calcitriol telah banyak dilakukan untuk melihat ekspresi
dari berbagai penanda biologis pada karsinoma sel skuamosa. Namun, banyak
ekspresi gen dalam berbagai jalur persinyalan yang masih belum diketahui secara
jelas setelah pemberian calcitriol tersebut. Pada penelitian ini, akan dilakukan
penilaian ekspresi gen yang berperan dalam jalur proliferasi dan apoptosis dari sel
kultur KSS oral. Dari berbagai macam sel kultur, sel kultur yang digunakan dalam
penelitian ini adalah CAL27, merupakan sel kultur KSS oral yang diambil dari
ATCC (American Type Culture Collection).* Jenis tumor ini telah didukung dari
data hasil penelitian yang menunjukkan berupa karsinoma sel skuamosa
berdiferensiasi baik. Sejak ditemukan pertama kali tahun 1982, sel kultur CAL27
telah banyak digunakan dalam berbagai penelitian KSS oral baik secara in vitro
maupun in vivo hingga penelitian terbaru pada tahun 2022, 1520

Pada patogenesis tumor, jalur persinyalan mitogen-activated protein kinase
(MAPK) mengatur berbagai proses seluler, antara lain proliferasi, diferensiasi,
angiogenesis, inflamasi, apoptosis dan survival.?* Sub jalur persinyalan MAPK
terdiri dari extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2), c-Jun N-terminal
kinase (JNK), p38 dan the ERK5.2? Jalur p38 MAPK terdiri dari beberapa isoform
yang memiliki peran masing-masing baik dalam tumor supressor (seperti regulasi
siklus sel, memicu pro-apoptosis, inhibisi migrasi dan premature senescence pada
sel primer) maupun tumor promoting (regulasi proliferasi, memicu anti-apoptosis,

pro-angiogenik, inflamasi dan metastasis). Dari berbagai isoform yang telah



diketahui (o, B, y, 6), isoform o memiliki peran lebih besar daripada isoform
lainnya. Dengan adanya peningkatan ekspresi p38a MAPK, dapat menyebabkan
pembentukkan berbagai tipe tumor.23 Jalur p38 MAPK ini berperan dalam berbagai
aktivitas biologik sel tumor dan inhibisi p38 dapat menyebabkan dampak yang tidak
diinginkan atau belum diketahui secara jelas. Oleh karena itu p38 MAPK menjadi
target farmakologik dalam pengobatan kanker.?® Berbagai studi sudah
menunjukkan ada pengaruh pemberian calcitriol terhadap MAPK, tetapi studi
tersebut hanya melihat dari sub jalur MAPK tertentu, terlebih lagi pada kanker
organ tubuh lain. Penelitian sub jalur p38a. MAPK ini masih terbatas sehingga
belum diketahui secara jelas bagaimana perubahan ekspresi gen tersebut setelah
diberikan terapi calcitriol pada sel kultur KSS oral.

Sekitar 15% kanker, didahului adanya proses inflamasi yang ditandai
pembentukkan ROS (reactive oxygen species).?* Selama proses inflamasi, terjadi
perubahan hiperkeratosis non-displasia menjadi displasia dan akhirnya terbentuk
karsinoma sel skuamosa. Ada beberapa mediator inflamasi yang telah dilaporkan,
yaitu sitokin pro inflamasi (IL-1, IL-1R1, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B), sitokin
imunosupresi (IL-1RA, IL-2, IL-4, I1L-10, IL-12, IL-13, IFN-y), kemokin (CCL,
CXCL1, CXCL2, CCL4, CCL7, CXCL3, CXCL10, CXCL12, CXCR1, CXCR2),
faktor transkripsi (AP-1, NF-xB), enzim (COX-2), dan prostanoid (PGE2).2* COX-
2 yang merupakan enzim regulator pembentuk prostaglandin, akan meningkat
ekspresinya pada kondisi patologik.?® Kadar COX-2 ini akan meningkat pada KSS
oral dan dapat terbentuk akibat aktivasi MAPK dan NF-xB.2%%" Pada tumor lain,

diketahui dengan adanya inhibisi COX-2, dapat menyebabkan apoptosis.?® Hingga



sekarang belum ditemukan bagaimana hubungan calcitriol terhadap COX-2 pada
KSS oral. Namun beberapa kanker lain, ditemukan adanya hubungan terbalik antara
kadar calcitriol dengan COX-2, di dalam semakin progresif keparahan kanker,
maka semakin meningkat kadar COX-2.2°

Kematian sel yang terprogram tidak akan terjadi pada sel kanker. Apoptosis yang
dikendalikan oleh adanya protease caspase menjadi tidak aktif. Caspase-1 yang
diketahui memiliki peran dalam inflamasi (yang dapat diaktivasi akibat adanya
ROS), juga dapat menyebabkan pyroptosis pada kanker prostat, kolorektal dan
supresi pertumbuhan sel kultur leukemia.>*? Dengan adanya caspase-1, terjadi
maturasi dari pro-IL-1p dan IL-18.3 Kedua sitokin ini berperan dalam proses
inflamasi. Hingga saat ini, penelitian mengenai caspase-1 dan IL-1p pada kanker
lain sudah pernah dilaporkan®*-%, tetapi pada KSS oral masih belum ada

Hingga kini, efektivitas pemberian calcitriol pada sel kultur CAL27 masih belum
banyak diketahui. Adanya apoptosis sel tumor yang ditandai tes viabilitas sel
setelah pemberian calcitriol 500 uM menunjukan angka yang cukup rendah yaitu
5.67%, kemudian mengalami penurunan viabilitas sel hingga -4.10% pada
konsentrasi sampel 250 uM (pustaka belum dipublikasikan). Kombinasi antara
calcitriol dan cisplatin menunjukkan hasil viabilitas sel yang lebih baik
dibandingkan pemberian cisplatin saja. Peran penanda biologis yang berperan
dalam jalur proliferasi maupun apoptosis pada KSS oral setelah pemberian
calcitriol juga masih sangat jarang, meskipun sudah pernah dilaporkan pada sel
HeLa® dan sel B16-F10™. Pada penelitian ini akan dilakukan penelusuran

mengenai penanda biologis p38a MAP, COX-2, Caspase-1, dan IL-1p pada sel



kultur karsinoma sel skuamosa oral CAL27 yang diberikan perlakukan calcitriol
dan cisplatin serta kombinasi calcitriol-cisplatin. Pemilihan penanda biologis
tersebut berdasarkan belum adanya publikasi mengenai jalur persinyalan penanda
biologis tersebut dan adanya kaskade pleiotropik dari p38 MAPK yang dapat
memicu berbagai jalur kaskade yang berperan dalam proses pertumbuhan atau stres
selama karsinogenesis maupun metastasis.?

Berdasarkan uraian diatas, maka dapat disusun tema sentral penelitian sebagai
berikut:

Kanker mulut semakin meningkat kasusnya di dunia. Hingga sekarang penyebab
kanker mulut masih belum diketahui secara jelas, mulai dari genetik, hingga faktor
lain seperti merokok, minum alkohol, menyirih, radiasi, kondisi imunosupresi,
nutrisi, infeksi kandidiasis, trauma kronis, dan infeksi HPV. Diet nutrisi yang
mengandung calcitriol diketahui dapat menurunkan risiko kanker mulut pada tikus.
Calcitriol ini juga direkomendasikan sebagai terapi adjuvan untuk terapi kanker
baik radiasi dan kemoterapi. Bahan ini memiliki efek anti tumor, antiproliferatif,
apoptosis dan angiogenesis. Pada patogenesis tumor, jalur persinyalan mitogen-
activated protein kinase (MAPK) mengatur berbagai proses seluler, antara lain
proliferasi, diferensiasi, angiogenesis, inflamasi, apoptosis dan survival. p38
MAPK berperan penting dalam jalur apoptosis, di dalam MAPK dan NF-xB akan
mengatur keseimbangan ekspresi COX-2. Inhibisi COX-2 dapat mengakibatkan
apoptosis. Melalui jalur MAPK ini, juga terjadi pelepasan ROS yang memicu
aktivasi caspase-1 dan IL-1B. Dengan adanya caspase-1 dan IL-1B, akan
mengaktifkan jalur ekstrinsik apoptosis. Namun hingga sekarang masih belum
diketahui secara jelas bagaimana efek calcitriol terhadap penanda biologis p38a
MAP, COX-2, Caspase-1, dan IL-1p pada karsinoma sel skuamosa. Penelitian ini
bertujuan untuk mencari perbedaan ekspresi p38a MAP, COX-2, Caspase-1, dan
IL-1p serta protein IL-1p setelah pemberian berbagai dosis calcitriol dan cisplatin

serta kombinasi calcitriol-cisplatin pada sel kultur karsinoma sel skuamosa CAL27.



1.2.Rumusan Masalah

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

Apakah terdapat perbedaan ekspresi mRNA p38a MAP kinase pada sel
CAL27 yang diberikan perlakukan calcitrol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol.

Apakah terdapat perbedaan ekspresi mMRNA COX-2 pada sel CAL27 yang
diberikan perlakukan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol.
Apakah terdapat perbedaan ekspresi mMRNA Caspase-1 pada sel CAL27
yang diberikan perlakukan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
calcitrol.

Apakah terdapat perbedaan ekspresi mMRNA IL-1p pada sel CAL27 yang

diberikan perlakukan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol.

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Untuk menganalisis perbedaan ekspresi mRNA p38a MAP kinase pada sel

1.3.2.

1.3.3.

CAL27 yang diberikan perlakuan calcitrol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol.

Untuk menganalisis perbedaan ekspresi mMRNA COX-2 pada sel CAL27
yang diberikan perlakuan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
calcitrol.

Untuk menganalisis perbedaan ekspresi mRNA Caspase-1 pada sel CAL27
yang diberikan perlakuan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-

calcitrol.



1.3.4. Untuk menganalisis perbedaan ekspresi mMRNA IL-1p pada sel CAL27 yang

diberikan perlakuan calcitrol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol.

1.4 Kegunaan Penelitian

1.4.1. Kegunaan Teori llmiah

1.4.1.1.Membuktikan teori mengenai penanda biologis proliferasi (p38a MAP) dan
inflamasi (COX-2, Caspase-1, dan IL-1B) pada sel kultur karsinoma sel
skuamosa oral yang diberikan terapi menggunakan calcitriol..

1.4.1.2.Mengembangkan teori mengenai dampak pemberian calcitriol terhadap
patogenesis jalur persinyalan dari p38a MAPK, COX-2, Caspase-1, dan IL-
1B pada sel kultur karsinoma sel skuamosa oral.

1.4.2. Kegunaan Praktis

Memberikan informasi kepada para klinisi mengenai efikasi terapi calcitriol

terhadap penanda biologis (predictive) tertentu yang dapat menjadi acuan

penyembuhan (prognostic) karsinoma sel skuamosa oral yang diberikan terapi

tambahan (adjuvan) calcitriol. Fokus riset penelitian ini yang berbasis ilmu

kedokteran dasar biologi molekular diharapkan dapat berdampak terhadap

penggunaan pengobatan secara klinis.



BAB |1

KAJIAN PUSTAKA, KERANGKA PEMIKIRAN DAN HIPOTESIS

2.1. Kajian Pustaka
2.1.1. Karsinoma sel skuamosa mulut

Karsinoma sel skuamosa merupakan neoplasma yang paling sering ditemukan
dalam rongga mulut. Tumor ini paling sering ditemukan dalam rongga mulut
dibandingkan kanker mulut lainnya, dengan perkiraan sebanyak 80-90% dari

seluruh neoplasma malignan. 383

2.1.1.1. Epidemiologi

Meskipun insidensi kanker mulut di dunia bervariasi, namun dalam laporannya,
Johnson dkk menyatakan bahwa predileksi rongga mulut menjadi urutan ke 6
sampai 9 untuk KSS oral.®® Data dari World Cancer Research Fund International
tahun 2020, ditemukan bahwa kanker bibir dan rongga mulut menempati urutan ke
16 dari seluruh kanker dan jumlahnya mencapai 377.700 kasus di dunia.! Usia
penderita kanker bervariasi, namun 6% kasus ditemukan pada usia kurang dari 45
tahun.? Berdasarkan GLOBOCAN 2012, kanker mulut dapat terjadi pada 5.5 laki-
laki dan 2.5 perempuan per 100.000 penduduk.® Tingkat mortalitas akibat kanker
mulut diperkirakan mencapai 3-4 laki-laki dan 1.5-2.0 perempuan per 100.000

penduduk.?



Prevalensi kanker mulut di Asia, nampak mengalami peningkatan terutama di
negara India yang mencapai 60-80% kasus dibandingkan dengan negara lain.* Di
Indonesia, menurut Sirait, dari survei RISKESDAS 2007, ditemukan prevalensi
sebesar 0.2%o untuk kanker mulut.®> Seiring dengan waktu, jumlah insidensi dan

mortalitas akibat kanker mulut juga semakin meningkat, terutama di Asia Tenggara.

2.1.1.2. Etiologi dan faktor risiko

Penyebab kanker mulut masih belum diketahui secara jelas, namun mutasi
genetik selalu terjadi sebelum terjadi perubahan sel menjadi neoplasma. Kebiasaan
merokok, minum alkohol, menyirih dan radiasi sinar ultraviolet (khususnya untuk
kanker bibir) merupakan faktor prediposisi terbanyak dari KSS oral. Faktor
prediposisi lainnya adalah infeksi HPV, infeksi Candida, defisiensi nutrisi, genetik.
24839 | _esi oral potentially malignant disorder (OPMD) juga merupakan salah satu
faktor prediposisi yang dapat berkembang menjadi keganasan.*®*! Lesi OPMD
antara lain lesi prekanker (leukoplakia, eritroplakia, lesi palatal pada perokok
terbalik) dan kondisi prekanker (oral submucosis fibrosis, liken planus oral, aktinik
keratosis, lupus eritematus diskoid).*

Menurut Wu dkk?*?, faktor prediposisi dari karsinoma sel skuamosa dapat dibagi
menjadi faktor intrinsik dan non-intrinsik. Faktor intrinsik dipengaruhi oleh adanya
kesalahan replikasi DNA yang terjadi secara random. Sedangkan faktor non-

intrinsik dapat dilihat pada tabel 1.
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Tabel 1. Faktor risiko kanker*?

Faktor risiko endogenus Faktor risiko eksogenus
- Penuaan biologis - Radiasi
- Kecenderungan genetik - Karsinogen kimiawi
- Gangguan perbaikan DNA - Tumor yang dipicu oleh adanya
- Hormon infeksi virus
- Faktor pertumbuhan - Gaya hidup yang buruk, seperti
- Peradangan merokok, kurang berolah raga,

imbalans nutrien

2.1.1.3. Patogenesis

KSS oral timbul sebagai kejadian molekular multipel yang didasari adanya
respon terhadap faktor prediposisi dan karsinogen. Paparan kronis karsinogen
seperti tembakau, alkohol, virus onkogenik dan inflamasi dapat menyebabkan
kerusakan gen. Akumulasi gangguan genetik (aktivasi mutasi, amplifikasi onkogen
sehingga memicu sel tumor menjadi berproliferasi dan survival, inaktivasi gen
tumor supresor) ini juga dapat menyebabkan pertumbuhan lesi premalignan yang
selanjutnya menuju keganasan. Sel tumor akan mengindari apoptosis dan terus
mengalami proliferasi melalui perpanjangan telomer kromosom. Disamping itu, sel
tumor mampu menginduksi proliferasi sel endotel untuk membuat pembuluh darah
baru. Dengan adanya pembuluh darah baru, akan menyebabkan invasi tumor

semakin luas dan metastasis.
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Gambar 1. Model progresitas karsinogenesis oral. Perubahan dari epitel normal
akibat berbagai gangguan genetik menuju displasia dan karsinoma invasif.
Perubahan genetik ini antara lain aktivasi epidermal growth factor receptor
EESFR)' gangguan gen tumor supresor p53 dan p16 serta overekspresi cyclin D1.

Paparan kronis dari karsinogen seperti tembakau, alkohol, virus onkogen dan
inflamasi, dapat menyebabkan kerusakan gen (Gambar 1). Adanya akumulasi
perubahan genetik yang terus menerus termasuk mutasi gen atau amplifikasi
onkogen (yang memicu survival dan proliferasi sel, inaktivasi gen tumor supresor),
akan menyebabkan timbulnya lesi premalignan dan berakhir pada karsinoma
invasif. Sel tumor akan memiliki kemampuan untuk berproliferasi dan mampu
menghindari signal penghambat pertumbuhan seperti apoptosis dan tetap
memperpanjang telomer kromosom. Dengan pertumbuhan yang berlanjut, KSS
akan membentuk pembuluh darah baru (proses angiogenesis) sehingga
menyebabkan invasi tumor semakin dalam dan terjadi metastasis. Pada sel kanker,
molekul adhesi sel (seperti cadherin dan integrin) menjadi hilang, sehingga

memudahkan sel tumor bermetastasis.
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2.1.1.4. Gambaran klinis

Umumnya lesi KSS diawali dengan adanya gambaran lesi OPMD.*# |esi
OPMD dapat berupa eritroplakia, leukoplakia, liken planus, submukosis fibrosis,
lupus eritematosis diskoid, diskeratosis kongenita, dan sindrom Plummer-Vinson.

Gambaran klinis KSS oral biasanya ditemukan berupa lesi endofitik (ulserasi,
erosi), namun dapat pula berupa lesi eksofitik (nodul). Pada lesi ulseratif, umum
disertai adanya daerah tengah lesi yang mengalami nekrosis dan dikelilingi tepi
yang lebih tinggi dan bergulung.®®* Pada stadium yang telah lanjut, ditandai juga
adanya limfadenopati regional, biasanya pada daerah servikal.

Gejala klinis yang menyertai berupa adanya rasa sakit yang ringan pada stadium
awal, kadang disertai adanya massa yang akan mengganggu mobilitas organ.
Seiring dengan waktu, invasi tumor akan semakin luas, sehingga mobilitas organ
semakin menurun sehingga berdampak terhadap asupan nutrisi dan fungsi bicara
dan menelan bahkan kesulitan bernapas.* Pada stadium lanjut, secara esktraoral

dapat nampak berupa pembengkakan secara unilateral.

2.1.1.5. Diagnosis

Diagnosis KSS hanya dapat ditegakkan berdasarkan hasil dari pemeriksaan
histopatologi yang menunjukkan adanya displasia sel. Disamping itu berdasarkan
klasifikasi dari WHO tahun 2017, terdapat iregular stratifikasi epitel, kehilangan
polaritas sel basal, rete pegs, peningkatan sel yang mengalami mitosis, mitosis
abnormal, diskeratosis, mutiara keratin dalam rete pegs dan hilangnya kohesi sel

epitel .+’
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Dalam diagnosis KSS, juga disertai adanya penentuan sistem staging baik secara
histopatologi maupun secara klinis. Secara histopatologi, staging dapat dilihat pada
tabel 2. Secara klinis, penentuan staging dari KSS ditentukan oleh staging TNM
(ukuran tumor/T, lymph node/N, metastasis/M). Berdasarkan American Joint
Committee for Cancer Staging, KSS oral memiliki kelompok staging yang dapat

dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kriteria displasia epitel menurut WHO 20174

Perubahan Struktural Perubahan Selular
Stratifikasi epitel iregular Anisonucleosis
Hilangnya polaritas sel basal Pleiomorfisme nukleus

Rete ridge yang berbentuk drop-shaped  Anisocytosis

Peningkatan jumlah mitosis Pleiomorfisme selular
Mitosis superfisial abnormal Peningkatan rasio nukleus-sitoplasma
Diskeratosis Gambaran mitotik atipia

Ditemukan keratin pearls dalam rete
Peningkatan jumlah dan ukuran nucleoli
ridge

Hilangnya kohesi antar sel epitel** Hyperchromasia
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Tabel 3. TNM staging*®

Tumor primer (T)

T1
T2
T3
T4

Metastasis kelemjar limfe (N)

Tumor berukuran <2 cm
Tumor berukuran 2-4 cm
Tumor berukuran >4 cm

Tumor menginvasi struktur didekatnya

NO
N1

NZ2a

N2b

N2c

N3

Metastasis jauh (M)

Tidak ada metastasis kelenjar limfe regional
Metastasis pada sebuah nodus kelenjar limfe
ipsilateral. Berukuran <3 cm

Metastasis pada sebuah nodus kelenjar limfe
ipsilateral. Berukuran 3-6 cm

Metastasis pada multipel nodus kelenjar limfe
ipsilateral. Berukuran <6 cm

Metastasis pada bilateral nodus kelenjar limfe.
Berukuran <6 cm

Metastasis pada nodus kelenjar limfe

berukuran <6 cm

MO
M1

Kelompok staging

Tidak ditemukan metastasis jauh

Ada metastasis jauh

Stage 1
Stage 2
Stage 3
Stage 4

T1 NO MO

T2 NO MO

T3 NO MO atau T1/T2/T3 N1 MO

Seluruh T4. Seluruh N2 atau N3. Seluruh M1
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2.1.1.6. Perawatan

Pemeriksaan histopatologi KSS sangat penting untuk menentukan tatalaksana
keganasan ini. Perawatan biasanya tidak dapat dilakukan pada terapi tunggal,
melainkan multiterapi. Terapi ini antara lain pembedahan, kemoterapi, dan
radioterapi.

1. Pembedahan.

Pembedahan merupakan pengobatan lini pertama untuk lesi yang berukuran
kecil dan predileksi tempatnya mudah diakses. Reseksi bedah KSS oral
dilakukan hingga tepi bebas tumor melebihi 5 mm memberikan prognosis yang
lebih baik.*® Namun perlu diperhatikan bahwa tumor cancerization field tidak
hanya terbatas pada tumor primer, tetapi dapat pula terjadi pada mukosa lain
didekatnya, sehingga kombinasi dengan kemoterapi atau radiasi mungkin

diperlukan.

2. Kemoterapi

Kemoterapi merupakan terapi kanker yang umum dilakukan, dan seringkali
dikombinasikan dengan radioterapi dan pembedahan. Kemoterapi berdampak
terhadap DNA dengan menghambat pembelahan sel untuk meningkatkan
apoptosis sel (Gambar 2). FDA (Food and Drug Administration)
merekomendasikan beberapa sitostatika untuk digunakan sebagai terapi
malignansi di daerah kepala dan leher, antara lain paclitaxel, carboplatin, 5-

fluororacil, doxorubicin, dan cisplatin.>°
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Gambar 2. Mekanisme kerja cisplatin. Setelah masuk dalam sel tumor melalui
transport aktif atau difusi pasif, maka cisplatin akan berikatan dengan DNA dalam
nukleus, sehingga mengganggu siklus sel dan menyebabkan apoptosis sel .3

3. Radioterapi
Radioterapi dapat menjadi pilihan terapi yang efektif untuk mencapai
kontrol lokal tumor bagi pasien post-reseksi, kemoterapi, ataupun pasien

dengan multipel tumor.>1:>2

2.1.2. Jalur persinyalan mRNA p38a MAPK pada karsinoma sel skuamosa
Jalur persinyalan MAPK terdiri dari 4 sub jalur, yaitu extracellular signal-

regulated kinase (ERK)1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK1, JNK2, JNK3), p38

dan ERK5.2 Sub jalur persinyalan ini melibatkan berbagai protein sebagai signal

ekstraselular terhadap nukleus, mengatur ekspresi gen yang dihasilkan.>® Tahapan
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signal ini terdiri dari MAPK kinase kinase (MAPKKK), MAPK kinase (MAPKK)
dan MAPK®* yang akan berdampak pada proliferasi, diferensiasi dan survival sel
tumor.>®>*® Gambar 3 menunjukkan patogenesis tumor melalui jalur persinyalan
MAPK yang mengatur berbagai proses seluler, antara lain proliferasi, diferensiasi,
angiogenesis, inflamasi, apoptosis dan survival.?:

Ekspresi protein yang meningkat dalam jalur persinyalan MAPK, akan
meningkatkan pertumbuhan kanker mulut.®” Aktivasi MAPK dapat menyebabkan
perubahan sel normal menjadi fenotipe tumor. Oleh karena itu, penghambatan jalur
persinyalan ini akan mengubah kembali sel tumor menjadi sel normal secara in
vitro, yang akhirnya akan menghambat pertumbuhan tumor .

Sebanyak 4 isoform p38 MAPK telah dilaporkan, yaitu a, B, v, dan 6 (Gambar
4). p38a dan p38B memiliki fungsi yang sama, sedangkan p38y dan p385 memiliki
struktur yang hampir sama satu dengan lainnya.>®®° p38c dan p385 banyak
diekspresikan pada lapisan epidermis, sedangkan p38(B atau p38y tidak dapat

terdeteksi pada epidermis normal 542
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Gambar 3. llustrasi skematik jalur persinyalan MAPK yang mengatur ekspresi
protein.?

p38a memiliki peran penting dalam cell-cycle arrest dan apoptosis.® Peran p38a
dalam kanker masih diperdebatkan, terutama antiproliferatif dan survival.%" p38a
dapat meregulasi progresi siklus sel secara negatif pada G1/S dan G2/M transitions,
melalui downregulation cyclin dan upregulation cyclin-dependent kinase
inhibitors.®®” Sebaliknya, pro-survival p38a nampak pada respon kerusakan DNA
G2, melalui upregulation Bcl2 family proteins®, atau melalui induksi cancer
dormancy. Oleh karena peran p38a tersebut, hal ini menjadi mekanisme penting
mengapa terjadi resistensi obat oleh sel kanker.®® Efek yang berlawanan dari p38a
juga ditemukan pada karsinogenesis kulit. p38a akan mengaktifkan p53 tumor

supresor dan jalur p53 akan mengaktifkan p38 MAPK untuk sel survival.®6°
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Gambar 4. Jalur persinyalan p38 MAPKSs. Empat tipe isoform p38 MAPK (o, f, 7,
dan o) yang dapat diaktivasi oleh adanya stres eksternal, sitokin inflamasi atau
radiasi UV. Setelah teraktivasi, jalur ini akan menyebabkan produksi faktor pro-
apoptosisountuk inflamasi, diferensiasi, proliferasi, apoptosis, senescence, dan RNA
splicing.’
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Secara normal di kulit, gambaran imunohistokimia menunjukkan bahwa p38a
ditemukan di lapisan basal dan suprabasal dari epidermis normal, namun pada KSS
kulit, p38a berkurang jumlahnya.’* Dengan adanya penghambatan p38a MAPK,

maka akan meningkatkan proliferasi sel KSS A431.™

2.1.3. Jalur persinyalan mRNA COX-2 pada karsinoma sel skuamosa
Cyclooxygenase merupakan enzim regulator yang berperan dalam merubah
arachidonic acid menjadi prostaglandin. Mekanismenya dengan penambahan
oksigen pada arachidonic acid sehingga terbentuk prostaglandin G2 (PGG2).
Kemudian PGG2 akan mengalami perubahan menjadi prostaglandin H2 (PGH2)
yang selanjutnya akan mengalami perubahan menjadi prostanoid seperti
prostaglandin E2 (PGE?2), prostaglandin D2, prostacyclin or thromboxane A2 2.
Ada dua bentuk isoform yaitu COX-1 dan COX-2 (Gambar 5). COX-1 yang
dapat ditemukan pada berbagai sel, berperan dalam sintesis prostaglandin untuk
homeostasis jaringan (baik agregasi platelet dan sekresi mukus pada lapisan dinding
saluran pencernaan), sedangkan COX-2 yang sedikit jumlahnya dan seringkali
ditemukan di saluran pencernaan, ginjal, sistem saraf pusat dan traktus reproduksi
perempuan. COX-2 ini berperan juga dalam sintesis prostaglandin, tetapi khusus
untuk kondisi patologik®® dan pembentukkannya dipicu melalui adanya faktor
pertumbuhan, sitokin, karsinogen dan onkogen serta inflamasi kronis 3. Pada
penelitian Cho dkk, ditemukan bahwa pasien KSS oral memiliki ekspresi tinggi dari
COX-2 dibandingkan mukosa normal.?®™ Oleh karena itu, beberapa penelitian

dilakukan untuk membuktikan apakah dengan menghambat COX-2 dapat menjadi
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salah satu terapi dari kanker. Pemberian inhibitor COX-2 (non steroid
antiinflamatory drug), berhubungan dengan overekspresi dari gen p53 pada sel

kultur KSS oral.?8"

Inflammatory environment

Gambar 5. Interaksi COX-2 dengan marker lain dalam tumor microenvironment.
Ekstraselular environment yang mengalami paparan inflamasi, menyebabkan COX-
2 menjadi meningkat dalam sitoplasma dari berbagai jenis sel dan memicu
perubahan asam arakidonat menjadi prostaglandin dan thromboxanes. PL,
fosfolipase; AA, asam arakidonat; COX, siklooksigenase; NSAID, non-steroidal
anti-inflammatory drugs; PG, prostaglandin; TXA, tromboxan.’®
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Gambar 6. Peran cyclooxygenase-2 (COX-2) dalam karsinogenesis leher dan kepala
7. (a) stimulus inflamasi, onkogen atau faktor lain yang memicu ekspresi COX-2
dalam sel epitel; (b) hal ini menyebabkan produksi prostaglandin yang dapat
mempengaruhi berbagai proses protumorigenik, seperti (¢) peningkatan respon
anti-apoptosis, (d) supresi respon sel imun, atau (e) memicu angiogenesis dalam
jaringan host.

Menurut Cho dkk, overekspresi COX-2 akan merubah adhesi sel, menghambat
apoptosis dan mengganggu signal regulator pertumbuhan.?® Gambar 6
menunjukkan skematik peran COX-2 dalam karinogenesis. Pada penelitian Cho
dkk, ditemukan bahwa COX-2 yang dihambat menggunakan sulforapane, akan

menyebabkan apoptosis akibat aktivasi caspase pada sel tumor kultur KSS.%

2.1.4. Jalur persinyalan mRNA caspase-1 dan IL-1p pada karsinoma sel
skuamosa

Salah satu proses paling penting dalam kematian sel adalah apoptosis. Apoptosis
merupakan kematian sel yang terprogram dan menjadi elemen esensial dalam

patogenesis berbagai penyakit. Kondisi apoptosis yang berlebihan dapat ditemukan
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pada penyakit degeneratif sedangkan apoptosis yang sangat rendah terjadi pada
kanker. Gambar 7 menunjukkan jalur persinyalan caspase.

Proses apoptosis dapat dibagi menjadi 3 kategori, yaitu aktivasi caspase, DNA
dan protein breakdown, perubahan membran sel dan pengenalan oleh sel fagosit.
Pada awalnya, apoptosis dapat dibagi menjadi (a) jalur ekstrinsik/death receptor
(DR3) mediated; (b) jalur intrinsik (Gambar 5). Disamping kedua jalur tersebut,
apoptosis dapat terjadi pada jalur lain yaitu saat sel limfosit T sitotoksik melakukan
fagositosis sel atau melalui granzyme-perforin mediated pathway/novel pathway.

Caspase merupakan protease yang disintesis sebagai zymogen. Human caspase
family terdiri dari 12 member (Caspase-1 sampai 10, Caspase-12 dan Caspase-14)
yang dikelompokkan menjadi fungsi utamanya, yaitu inflamasi, apoptosis dan
diferensiasi (Tabel 4).”® Caspase inflamasi terdiri dari Caspase-1, -4, -5 (Caspase-
11 pada tikus) dan -12.7%®! Caspase apoptosis berperan dalam jalur intrinsik
(mitochondria dependent) maupun ekstrinsik (melalui induksi death receptor
seperti Fas atau Trail).®? Beberapa caspase berperan untuk mengawali kaskade
signal apoptosis (Caspase-2, -9, -8, -10), sedangkan lainnya berperan cleavage of
substrate yang memicu proses apoptosis (Caspase-3, -6, -7). Caspase-14 akan
teraktivasi selama diferensiasi terminal keratinosit dan melindungi kulit terhadap

radiasi ultraviolet B.%
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Gambar 7. Jalur persinyalan caspase.®

Caspase-1 disintesis sebagai enzim pro-caspase-1 inaktif dan dilepaskan secara
fisiologis menjadi caspase-1 aktif setelah adanya stimulus inflamasi. Setelah
teraktivasi, caspase-1 akan menghasilkan sitokin pro inflamasi seperti IL-1p3, IL-18
dan IL-33. Stimulasi TLR receptor akan mengaktifkan jalur NF-kB dan memicu

sintesis pro-IL-1 B, sehingga mengawali proses inflamasi.’
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Tabel 4. Klasifikasi caspase33®,

Klasifikasi fungsi Member Spesies
Caspase inflamasi Caspase-1 Tikus, human
Caspase-4 Human
Caspase-5 Human
Caspase-11 Tikus
Caspase-12-S  Tikus
Caspase-12-L.  Human
Caspase Inisiator ~ Caspase-2 Tikus, human
apoptosis Caspase-9 Tikus, human
Caspase-8 Tikus, human
Caspase-10 Human
Efektor  Caspase-3 Tikus, human
Caspase-6 Tikus, human
Caspase-7 Tikus, human
Diferensiasi Caspase-13 Bovine
Caspase-14 Tikus, human
Caspase-16 Tikus, human

Hingga sekarang, penelitian caspase-1 banyak telah dilaporkan, namun perannya
dalam KSS oral masih terbatas. Peran Caspase-1 juga masih diperdebatkan karena
deregulasi caspase-1 dapat menimbulkan efek positif maupun negatif. Pada tikus
model penyakit Huntington, menyebabkan penurunan progresitas penyakit dan
mortalitas.®® Pada sklerosis amiotrofik lateral menyebabkan efek protektif terhadap
pernyakit.® Pada kanker kolon, terjadi peningkatan ukuran tumor melalui
30

proliferasi sel.*? Pada leukemia, terjadi supresi pertumbuhan sel kultur leukemia.

Pada karsinoma hepatoselular, menyebabkan metastasis dan invasi dari

karsinoma.®” Pada kanker prostat, menyebabkan induksi apoptosis.

26



DAMPs
PAMPs

NLRP3 NLRC4 Pyrin

N o

Inflammasome

activate

Membrane rupture L1
IL-18 1 IL-1a

Gambar 8. Proses inflamasi dan pyroptosis.® PAMPs, pathogen-associated
molecular patterns; DAMPs, danger-associated molecular patterns; NLRP3, NLR
pyrin domain containing 3; NLRC4, NLR containing a caspase recruitment domain
4; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment
domain;

Efek antitumor caspase-1 melalui induksi apoptosis pada sel kultur kanker
prostat LNCaP setelah diberikan TGF-B; atau pada sel kultur kanker prostat DU-
145 setelah dilakukan iradiasi. Caspase-1 juga memiliki efek tumor supresor pada
kanker kolorektal, sehingga menginduksi apoptosis melalui p53.%2 Kematian sel

yang umumnya dikenal sebagai apoptosis, namun pada kematian sel yang
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disebabkan karena Caspase-1 disebut sebagai pyroptosis.®® Caspase-1 menginduksi
kematian sel melalui proses proteolisis dari protein Gasdermin D, yang akan
membentuk porus pada membran plasma sehingga integritas selular terganggu dan
akhirnya pyroptosis. Porus Gasdermin ini juga menyebabkan pelepasan IL-1p.
(Gambar 8)

IL-13 berperan dalam induksi demam dan berbagai kelainan pro-inflamasi.
Tidak seperti kelas IL-1 lainnya, IL-1p dan IL-18 disintesis sebagai prekursor tanpa
adanya signal sintesis dalam retikulum endoplasmik/jalur Golgi.*® Dalam sitosol,
pro-1L-1pB dan pro-1L-18 mengalami maturasi karena caspase-1.’® Pada penelitian
in vitro, ditemukan bahwa sel dinding fungal pada kultur sel KSS oral,
menghasilkan sitokin proinflamasi IL-1p melalui jalur NLRP3/IL-1B (Gambar 9).
Hal ini menunjukkan bahwa KSS oral dapat menghasilkan sitokin IL-1f dan
dipengaruhi adanya mikrobiota atau komponen sel mikrobiota itu sendiri; jadi
kemungkinan ada interaksi kompleks antara sel kanker, sel imun dan mikrobiota

dalam tumor microenviroment.%!
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Gambar 9. Pyroptosis pada bakteria dan virus®. (a) Caspase-8 menghambat signal
RIG-1. Aktivasi retinoic-acid-like receptors (RLRS) sangat penting untuk imunitas
antivirus. Setelah infeksi virus, kompleks caspase-8 DISC (terdiri dari FADD,
TRADD dan ubiquitin-conjugated RIP1 (Ub-RIP1)), bergagung membentuk RIG-
1 complex. RIP-1 akan menghambat IRF3 dan NF-xB sehingga menurunkan IFN
dan IL-1B-/IL-18 yang memulai proses inflamasi. (b) Pembentukkan kompleks
inflamasi dipicu oleh adanya pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
atau oleh adanya damage-associated molecular patterns (DAMPs). Aktivasi Toll-
like receptors (TLRs) setelah paparan patogen, akan menginduksi NF-kB untuk
transkripsi IL-1p, IL-18 dan NLRP3. Aktivasi Caspase-1 dimediasi melalui adanya
berbagai kompleks inflamasom (NLRP3, NLRP1, NLRC4 dan AIM2). Aktivasi
caspase-1 juga membantu melepaskan dan mematurasi pro-IL-1p dan IL-18.
Setelah infeksi akut dan respon inflamasi akut, maka caspase-1 akan memicu
kematian sel melalui pyroptosis.

Ekspresi IL-1p saliva juga ditemukan meningkat secara bermakna pada pasien
KSS oral dibandingkan kelompok kontrol.%? IL-1p yang dihasilkan pada daerah
tumor, dapat memicu kemotaksis dari sel makrofag. Sel makrofag ini akan

menghasilkan sitokin IL-1pB, sehingga menyebabkan proliferasi sel tumor semakin
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meningkat. Namun, IL-1pB juga memiliki efek anti-tumor dan bahkan dual efek.

Gambar 10 menunjukkan peran IL-1p pada berbagai jenis tumor.
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Gambar 10. Efek pro- dan anti- tumor dari IL-1p.%2 PDAC, pancreatic ductal
adenocarcinoma.

2.1.5. Calcitriol

Vitamin D merupakan vitamin yang larut dalam lemak. Vitamin ini dapat
dianggap sebagai pro-hormon yang berperan dalam metabolisme kalsium dan
fosfor. Pada manusia, vitamin D dapat dibentuk dari metabolisme saat paparan sinar
matahari (yang mengandung sinar ultraviolet B panjang gelombang 290-315 nm)
atau asupan diet.®® Vit D yang diberikan dalam bentuk diet makanan, dapat
menurunkan risiko timbulnya hiperkalsemia. Pada penelitian preklinis, asupan vit
D dapat digunakan sebagai pencegahan kanker kolon, mammae, prostat dan
ovarium.% Tetapi efek asupan vit D pada pasien KSS oral belum pernah dilaporkan

hingga sekarang, meskipun banyak laporan yang menunjukkan insufisiensi dan
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defisiensi vit D3 pada pasien KSS oral. Mekanisme molekular vit D ini juga masih
belum diketahui secara jelas, begitu pula dampak jangka panjang penggunaan vit D

terhadap progresitas KSS oral.

2.1.5.1. Metabolisme calcitriol

Awalnya vitamin D dalam bentuk hidroksil dalam hepar yang akan diubah
menjadi 25-hydroxycholecalciferol [25(OH)Dz] dan selanjutnya dihidrolisis dalam
ginjal menjadi calcitriol [1,25(OH)2Dz3], yang merupakan bentuk aktif dari vitamin
D. Calcitriol (atau disebut juga sebagai analog vitamin D sintetis) akan dikatabolik
inaktivasi oleh enzim 24-hydroxylase (yang dihasilkan oleh gen CYP24A1) dalam

ginjal *2,

2.1.5.2. Peran calcitriol

Calcitriol berperan untuk penyembuhan hipokalsemia, osteoporosis dan
pencegahan osteoporosis yang disebabkan kortikosteroid. Pemberian secara
sistemik juga diindikasikan untuk pasien yang menjalani dialisis ginjal kronis,
hipoparatiroidisme, dan pseudohipoparatiroidisme.*® Asupan calcitriol juga sangat
berguna untuk menurunkan risiko penyakit saat maupun setelah kehamilan, seperti
preeklamsia, vaginosis bakterial, diabetes gestational, dan berat badan yang rendah

pada bayi baru lahir.%
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2.1.5.3. Peran calcitriol terhadap kanker

Berdasarkan penelitian Fanidi dkk dan Gupta dkk, kadar vitamin D rendah
berhubungan dengan kejadian timbulnya karsinoma sel skuamosa oral.*"%8, Pada
penelitian in vivo, juga ditemukan bahwa calcitriol dapat menghambat proliferasi
sel kultur KSS.%-1%1 Mekanisme penghambatan sel tumor oleh adanya vitamin D
masih belum diketahui secara jelas.

Vitamin D berperan dalam proses preventif dan terapi dari kanker. Calcitriol
bekerja melalui aktivasi jalur apoptosis dan menghambat angiogenesis serta
potensiasi efek antikanker dari bahan antikanker sitotoksik dan antiproliferatif.'?
Gangguan baik pada vitamin D receptor (VDR), sintesis (25-hydroxylase dan 1a-
hydroxylase), katabolisme (24-hydroxylase) enzim metabolik vitamin D, diketahui
dapat memicu pertumbuhan kanker pada berbagai organ.?

Mekanisme efek anti tumor pada calcitriol terletak di penghentian GO/G1,
diferensiasi, induksi apoptosis dan modulasi berbagai jalur persinyalan dalam sel
tumor dan penghambatan angiogenesis tumor.'>12 Hormon glukokortikoid
diketahui dapat meningkatkan potensi anti tumor dari calcitriol dan menurunkan
risiko hiperkalsemia akibat calcitriol. Disamping itu, calcitriol juga berinteraksi
untuk meningkatkan efek anti tumor dari bahan kemoterapi seperti platinum
analogue, taxane dan DNA-intercalating agent.!? Gambar 11 menunjukkan
mekanisme calcitriol dalam menghambat siklus sel. Calcitriol meregulasi ekspresi

p21 dan p27 di fase G1 dan menghambat progresitas siklus sel menuju fase S.
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Gambar 11. Calcitriol up-regulate ekspresi p21 dan p27 di fase G1 dan
menghambat progresitas siklus sel menuju fase S. Calcitriol melalui banyak jalur
mekanisme, akan meningkatkan ekspresi CDK inhibitor, p21 dan p27. Ekspresi p21

meningkat akibat stimulasi pada VDR. Ekspresi p27 meningkat akibat adanya
faktor transkripsi.%
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2.1.5.4. Peran calcitriol pada jalur persinyalan mRNA p38a MAPK

Pengaruh calcitriol terhadap MAPK sudah dapat ditemukan pada beberapa
laporan.1%31% Pada sel kultur kanker mammae, ditemukan kadar ERK MAPK
mengalami peningkatan, namun dengan pemberian calcitriol, kadar ERK
mengalami peningkatan pada kelompok VDR positif.1* Pada sel prostat, dengan
adanya pemberian calcitriol, jalur persinyalan mitogen-activated protein kinase
phosphatase 5 (MKP5) akan menghambat aktivasi dari p38 MAPK (Gambar 12).
Disamping itu, calcitriol ini juga akan menghambat pembentukkan TNF-a sehingga
aktivasi p38 semakin terhambat dan akhirnya terjadi pembentukkan sitokin

inflamasi IL-6.1%°
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Gambar 12. mitogen-activated protein kinase phosphatase 5 (MKP5) akan
menghambat jalur persinyalan p38 MAPK oleh adanya calcitriol. Pada sel prostat,
calcitriol akan meningkatkan ekspresi MKP5, yang dapat menghambat fosforilasi

dan aktivasi p38 MAPK, sehingga menyebabkan produksi sitokin pro-inflamasi IL-
6.105
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2.1.5.5. Peran calcitriol pada jalur persinyalan mRNA COX-2

Penelitian Suo dkk, ditemukan adanya efek calcitriol terhadap pembentukkan
COX-1 dan COX-2 pada pasien hipertensi renovaskular.X% Pemberian calcitriol
pada pasien tersebut, menyebabkan penurunan ekspresi COX-1 dan COX-2,
sehingga terjadi penyembuhan penyakit. Pada sel kultur kanker mammae,
kombinasi calcitriol dan celecoxib dapat menghambat pertumbuhan sel tumor.*%’
Pada penelitian pasien kanker kolorektal, seiring dengan progresitas stadium
kanker, ditemukan bahwa kadar vitamin D receptor (VDR) mengalami penurunan
dan kadar COX-2 mengalami peningkatan.?

Gambar 13 menunjukkan pengaruh pemberian vitamin D terhadap proses
inflamasi yang terjadi selama tumorigenesis. Calcitriol diketahui dapat (1)
meregulasi berbagai sitokin (IL-6, IL-8, IL-17A, IL-10 dan TGF-B); (2)
menghambat jalur persinyalan NF-xB; (3) meningkatkan regulasi MAPK; (4)
menghambat pembentukkan prostaglandins (PG) melalui supresi PG receptors
(EPs), penurunan ekspresi COX-2 dan peningkatan ekspresi 15-PGDH; (5)

penghambatan sel imun (makrofag, sel limfosit B dan T) melalui VDR.1%
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Gambar 13. Efek vitamin D terhadap inflamasi.®®
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2.1.5.6. Peran calcitriol pada jalur persinyalan mRNA caspase-1 dan IL-1p

Caspase telah diketahui berperan dalam apoptosis sel 1%°. Pemberian calcitriol
dapat menyebabkan peningkatan kadar caspase-3, caspase-8, dan caspase-9 pada
sel kultur B16-F10 dibandingkan kelompok yang hanya diberikan cisplatin.!
Menurut Zemel dan Sun, diketahui bahwa dosis calcitriol rendah (0.1 nm-10 nm)
dapat menghambat ekspresi gen apoptosis, yaitu caspase-1 dan caspase-3; dan
menstimulasi ekspresi anti-apoptosis BCL-2. Tetapi pada dosis tinggi (100 nM)
menyebabkan ekspresi caspase-1 dan caspase-3 serta menghambat ekspresi BCL-
2.110

Gambar 14 menunjukkan peran caspase-1 dan IL-1 dalam proses inflamasi.
Dengan adanya DAMP dan PAMP, akan mengaktivasi inflamasom sehingga
menyebabkan pembentukkan caspase-1. Aktivasi ini menyangkut beberapa jalur
persinyalan, antara lain K efflux secondary to ATP-gated channels, ROS, dan
pertubasi membran. Caspase-1 yang teraktivasi akan menyebabkan perubahan pro
-IL-1 menjadi IL-1 dan dilepaskan keluar dari sel. Setelah dilepaskan, IL-1 akan
mengalami ikatan dengan IL-1R, sehingga berlanjut mengikuti kaskade inflamasi

yang juga melibatkan sitokin proinflamasi lainnya.!!
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Gambar 14. Peran caspase-1 dan IL-1-dalam inflamasi. Dalam proses ini,
inflamasom merupakan kompleks protein intraselular yang teraktivasi oleh adanya
berbagai faktor, termasuk danger-associated molecular patterns (DAMPS) dan
PAMPs 111

2.2. Kerangka Pemikiran

Penggunaan obat antikanker cisplatin terhadap proliferasi karsinoma sel
skuamosa telah terbukti dapat memberikan efek penyembuhan kanker.%® Namun,
cisplatin yang digunakan sebagai pengobatan tunggal, ternyata kurang efektif jika
dibandingkan kombinasi terhadap bahan lain yaitu calcitriol (vitamin D sintetis).
Banyak publikasi yang telah menunjukkan efektivitas calcitriol terhadap berbagai
jenis tumor solid, namun mekanisme molekularnya masih belum dimengerti secara

jelas.®
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Calcitriol akan berikatan dengan VDR (vitamin D receptor) sehingga
menyebabkan penurunan ekspresi p38a MAPK.!2 Penghambatan p38a MAPK,
akan menyebabkan gangguan homeostasis mitokondrial sehingga menimbulkan
peningkatan ROS dan RNS (reactive nitrogen species).®”!® ROS dan RNS
berperan dalam awal proses inflamasi. Disamping itu, dengan adanya jumlah ROS
yang meningkat, justru akan menghambat ekspresi p38a MAPK melalui fosfatase
MAPK 113

Sel yang mengalami proses inflamasi dalam tumor microenvironment akan
menyebabkan pembentukkan ROS secara berlebihan melalui aktivasi enzim seperti
nitric oxide synthase (iNOS), myeloperoxidase (MPO), NADPH oxidase, dan
xanthine oxidase (XO), dan up-regulating cyclooxygenase 2 (COX-2) dan
lipoxygenase (LOX).!*  Akumulasi ROS ini juga menyebabkan kerusakan
oksidatif pada DNA, RNA, protein selular dan ekstraselular, karbohidrat, lipid dan
mitokondria itu sendiri.'*1!® Selanjutnya free fatty acid (FFA) yang terlepas, akan
berikatan dengan TLR2 dan TLR4, menyebabkan aktivasi NF-kB dan sitokin
proinflamasi (pro-1L-1p).1%°

ROS yang terbentuk akan mengaktivasi TNFR1 (TNF receptor superfamily 1)
dan TXNIP (Thioredoxin interacting protein) sehingga menyebabkan aktivasi
NLRP3.116117 NLLRP3 inflammasome berperan penting dalam proses inflamasi dan
respon imun untuk aktivasi caspase-1.1'8 Dalam stres oksidatif, TXNIP dilepaskan
dari oxidized TRX dan mengikat pada NLRP3 inflammasome, sehingga
mengaktivasi pelepasan IL-1p dan IL-18, yang ditandai adanya respon imun berupa

inflamasi.*"1%12% Dalam sitoplasma, TXNIP yang berlebihan akan dibawa dari
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nukleus ke mitokondria, mengikat TRX1 dan melepaskan ASK-1, sehingga
mengaktifkan jalur p38 MAPK dan menyebabkan apoptosis.t2:123

p38 MAPK akan mengaktivasi kompleks protein NLRP3/Caspase-1/ASC
(disebut juga NLRP3 inflammasome). Kompleks protein ini akan mengalami
perubahan menjadi caspase-1 aktif yang akan mengubah pro-IL-1p menjadi IL-
1B.12* Caspase-1 juga dipengaruhi oleh adanya aktivitas COX-2. Pada sel kultur
Hela, ditemukan bahwa penggunaan NF-kB inhibitor dan COX-2 inhibitor secara
signifikan menurunkan konsentrasi caspase-1.1® IL-1B yang berlebihan akan
menyebabkan apoptosis melalui jalur ekstrinsik yaitu terjadi aktivasi caspase-3,
caspase-6 dan caspase-7.1%

p38 MAPK dan NF-xkB secara bersama-sama akan mengatur keseimbangan
COX-2.2" COX-2 berperan penting dalam proses inflamasi dan kanker. COX-2 ini
dapat memodulasi proliferasi sel dan apoptosis. Inhibitor COX-2 akan

menyebabkan apoptosis melalui jalur persinyalan NF-xB.?°
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Gambar 15. Alur kerangka pemikiran. MAPK = Mitogen-activated protein kinase;
COX-2 = cyclooxygenase-2; ROS = reactive oxygen species; TXNIP = Thioredoxin
interacting protein; TRX = Thioredoxin 1; IL-1p = interleukin 1§
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Gambar 16. Kerangka konsep.
Premis 1

Calcitriol secara signifikan meningkatkan ekspresi VDR (vitamin D receptor) dan
menghambat ekspresi p38a MAPK menyebabkan apoptosis sel epitel yang

mengalami inflamasi.*'?
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Premis 2

Pada in vitro, calcitriol menyebabkan gangguan homeostasis mitokondrial melalui
jalur PIBK-AKT-mTOR dan menghambat autofagi, sehingga menyebabkan
kematian sel. 3" Dengan penghambatan p38a MAPK, menyebabkan peningkatan

ROS pada sel kanker.

Premis 3
ROS yang terbentuk akan mengaktivasi TNFR1 (TNF receptor superfamily 1) dan
TXNIP (Thioredoxin interacting protein) sehingga menyebabkan aktivasi NLRP3

dan apoptosis. 116:117

Premis 4

NLRP3 inflammasome merupakan kompleks poliprotein intraselular yang terdiri
dari NOD-like receptor family protein 3 (NLRP3), apoptosis-associated speck-like
protein (ASC), dan pro-cysteinyl aspartate specific proteinase-1 (pro-caspase-1),
yang berperan penting dalam proses inflamasi dan respon imun untuk aktivasi

caspase-1.118

Premis 5

P38 MAPK akan mengaktivasi kompleks protein NLRP3/Caspase-1/ASC (disebut

juga NLRP3 inflammasome; ASC atau PYCARD=Apoptosis-associated speck-like
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protein containing a CARD) dan mengalami perubahan menjadi caspase-1 aktif

yang akan mengubah pro-IL-1p menjadi IL-1p. 1%

Premis 6
Sekresi IL-1P yang berlebihan akan menyebabkan peningkatan apoptosis melalui

jalur caspase-3.1%’

Premis 7
Jalur persinyalan mRNA p38 MAPK dan NF-kB mengatur keseimbangan ekspresi

COX-2 (cyclooxygenase-2). 2

Premis 8

Terdapat hubungan kompleks antara inflamasi kronis, akumulasi ROS dan
progresitas kanker. Sel inflamasi dalam tumor microenvironment akan
menyebabkan pembentukkan ROS secara berlebihan, sehingga mengakibatkan

kerusakan oksidatif pada DNA, RNA, protein, lipid dan mitokondria. 14
Premis 9
COX-2 berperan penting dalam proses inflamasi dan kanker yang dapat

memodulasi proliferasi sel dan apoptosis. 2

Premis 10
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Penghambatan ekspresi COX-2 menyebabkan apoptosis melalui jalur persinyalan

NF-xB dan FHC (ferritin heavy chain).'?®

2.3. Hipotesis

2.3.1. Terdapat perbedaan ekspresi mRNA p38a MAP kinase pada sel CAL27
yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol.
(Premis 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10)

2.3.2. Terdapat perbedaan ekspresi mMRNA COX-2 pada sel CAL27 yang diberi
perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol. (Premis 1,
7,9, 10)

2.3.3. Terdapat perbedaan ekspresi mMRNA Caspase-1 pada sel CAL27 yang diberi
perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol. (Premis 1,
2,3,4,5,6,8)

2.3.4. Terdapat perbedaan ekspresi mRNA IL-1B pada sel CAL27 yang diberi
perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol. (Premis 1,

2,3,4,5,6,8)
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METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian
Penelitian eksperimental laboratorik untuk menguji daya antikanker calcitriol,
cisplatin dan kombinasi cisplatin dan calcitriol terhadap pertumbuhan sel CAL27

melalui jalur persinyalan mMRNA p38a MAPK, COX-2, Caspase-1 dan IL-1p.

3.2. Sampel Penelitian
Sampel sel yang digunakan adalah kultur sel ATCC Cal27. Cal27 ini merupakan
cell line dari karsinoma sel skuamosa yang dibeli dari American Type Culture
Collection (ATCC).
Sampel penelitian untuk uji viabilitas terdiri dari 3 kelompok, yaitu
Kelompok perlakuan A: kelompok yang diberi perlakuan dengan calcitriol.
(dosis 3.91 uM, 7.81 uM, 15.63 pM, 31.25 uM, 62.50
uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM)
Kelompok perlakuan B: kelompok (kontrol positif) yang diberi perlakuan
dengan cisplatin. (dosis 0.78 uM, 1.56 uM, 3.13 uM, 6.25
uM, 12.50 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM)
Kelompok perlakuan C: kelompok yang diberi perlakuan dengan kombinasi
cisplatin dan calcitriol. (dosis calcitriol + cisplatin 3.91

uM, calcitriol + cisplatin 7.81 uM, calcitriol + cisplatin
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15.63 uM, calcitriol + cisplatin 31.25 uM, calcitriol +
cisplatin 62.50 uM, calcitriol + cisplatin 125 uM,

calcitriol + cisplatin 250 uM, calcitriol + cisplatin 500

HM)

Sampel penelitian untuk uji ekspresi mRNA terdiri dari kelompok:
Kontrol negatif: medium.
Kontrol positif: cisplatin.
Kelompok calcitriol: 1/10 IC50, 1/4 1C50, 1/2 1C50, 1x I1C50.

Kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol: 1/10 1C50, 1/4 1C50, 1/2 1C50, 1x 1C50.

3.3. Metodologi Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorik untuk menguji daya antikanker calcitriol,
cisplatin dan kombinasi calcitriol-cisplatin terhadap pertumbuhan karsinoma sel
skuamosa pada sel kultur CAL27. Metode yang dipakai adalah uji viabilitas dan uji

real time polymerase chain reaction (RT-PCR).

3.4. Variabel Penelitian

Variabel bebas: calcitriol, cisplatin dan kombinasi calcitriol-cisplatin

Variabel tergantung: ekspresi p38a MAPK, COX-2, Caspase-1 dan IL-1p.
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3.5. Definisi Operasional Variabel

Tabel 5. Definisi operasional variabel.

Variabel

Definisi Operasional Variabel

Cara pengukuran

Hasil
ukur

Skala

Calcitriol
(bebas)

Calcitriol (1,25-(OH)2D3) adalah bentuk
terhidroksilasi aktif analog vitamin D yang
dilarutkan dalam DMSO (dimetil sulfoxide).
Calcitriol  diketahui  memiliki  potensi
apoptosis pada karsinoma sel skuamosa.'?°
Konsentrasi yang digunakan untuk uji
viabilitas adalah 3.91 uM, 7.81 uM, 15.63
uM, 31.25 uM, 62.50 uM, 125 pM, 250 uM,
500 uM.

Konsentrasi yang digunakan untuk uji
ekspresi masing-masing penanda biologis
adalah 1/10 IC50, 1/4 1C50, 1/2 1C50, 1x
IC50.

Spektrofotometer

ug/mL

Nominal

Cisplatin
(bebas)
kontrol
positif

Cisplatin  (CAS No. 15663-27-1, MF-
CI2H6N2Pt; NCF-119875), cisplatinum,
atau dikenal sebagai cis-
diamminedichloroplatinum(ll) adalah
sebuah bahan platinum based
chemotheurapetic yang memiliki daya
antikanker,%

Konsentrasi yang digunakan untuk uji
viabilitas sel adalah 0.78 uM, 1.56 uM, 3.13
uM, 6.25 uM, 12.50 uM, 25 M, 50 uM, 100
uM.

Konsentrasi yang digunakan untuk uji
ekspresi masing-masing penanda biologis
adalah 1/10 IC50, 1/4 I1C50, 1/2 IC50, 1x
IC50.

Spektrofotometer

pug/mL

Nominal

Kombinasi
calcitriol
dan
cisplatin
(bebas)

Kombinasi calcitriol dan cisplatin adalah
kombinasi bahan antikanker analog vitamin
D dan bahan platinum based
chemotheurapetic.

Konsentrasi yang digunakan untuk uji
viabilitas sel adalah

calcitriol + cisplatin 3.91 uM

calcitriol + cisplatin 7.81 uM

calcitriol + cisplatin 15.63 uM

calcitriol + cisplatin 31.25 uM

calcitriol + cisplatin 62.50 uM

calcitriol + cisplatin 125 uM

calcitriol + cisplatin 250 uM

calcitriol + cisplatin 500 uM

Konsentrasi yang digunakan untuk uji
ekspresi masing-masing penanda biologis

Spektrofotometer

pg/mL

Nominal
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adalah 1/10 IC50, 1/4 1C50, 1/2 IC50, 1x
IC50.

mMRNA p38a MAPK adalah salah satu isoform | Real time PCR arbitary | Rasio
p38a mitogen-activated protein  kinase yang unit
MAPK berperan dalam cell-cycle arrest dan (AU)
apoptosis.
mMRNA COX-2 atau prostaglandin-endoperoxide | Real time PCR arbitary | Rasio
COX-2 synthase merupakan enzim yang unit
disekresikan oleh cancer-associated (AU)
fibroblasts (CAFs), sel makrofag tipe 2, dan
sel kanker pada tumor microenvironment.
COX-2 dapat memicu aktivitas seperti
cancer stem cell, induksi resisten terhadap
apoptosis, memicu proliferasi, angiogenesis,
inflamasi, invasi dan metastasis sel kanker.
131
mRNA Caspase-1 adalah enzim yang dilepaskan | Real time PCR arbitary | Rasio
Caspase-1 | karena adanya stimulus inflamasi.”® Efek unit
antitumor caspase-1 masih diperdebatkan (AU)
karena hasil yang berbeda-beda antara
berbagai jenis tumor.
MRNA IL-1B adalah sitokin yang berperan dalam | Real time PCR | arbitary | Rasio
dan memicu  pertumbuhan  (angiogenesis, unit
protein IL- | pertumbuhan sel, invasi dan metastasis, (AU)
1B modulasi tumor microenviroment)
karsinoma sel skuamosa.®
Pemeriksaan IL-1p menggunakan 2 tehnik
yaitu analisis mMRNA menggunakan RT-
PCR.
Nilai Kuantitas cahaya yang dipakai untuk | Spektrofotometer | ug/mL | Rasio
absorbansi | diabsorbsi oleh larutan. Absorbansi yang
sel dipakai dalam penelitian ini adalah 570nm
dan 600nm
Nilai Angka yang menunjukan rasio dari jumlah | Spektrofotometer | % Rasio
viabilitas | sel awal dikurangi jumlah sel yang mati,
sel yang akan dibandingkan dengan jumlah sel

awal.

3.6. Alat dan Bahan

3.6.1. Alat

1. Biosafety Cabinet (BSC) Class I, Type A2

2. Microsentrifuge

3. Microscope
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3.6.2.

Mikropipet

. CO2 Incubator
. Vortex

. Microplate Reader

8. Elektroforesis

9. Reader

Bahan

1. 1.5 mL microtube

2. 15 mL tube

3. 75 ml T-Flask

4. 96 well plate

5. Cisplatin

6. Zat aktif Calcitriol

7. Antibiotik

8. Media DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium)
9. Dimethyl Sulfoxide (DMSQO)

10. Phosphate Buffered Saline (PBS)

11. PrestoBlueTM Cell Viability Reagent
12. Fetal Bovine Serum (FBS)

13. Trypsin-EDTA

14. Lysis buffer

15. Polyacrylamide gel
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16. Running buffer

17. Transfer buffer

18. TBST/PBST

19. Blocking solution

20. Chemiluminescence agent

21. Primer p38a MAPK, COX-2, Caspase-1, IL-13 dan GAPDH

Gambar 17. Peralatan yang digunakan dalam penelitian. A — BSC; B —
Microcentrifuge; C — CO2 incubator; D — Inverted microscope; E — multimode
reader nano quant; F — PCR.

3.7. Lokasi dan Waktu Penelitian
Lokasi: Lab sentral Universitas Padjadjaran

Waktu Penelitian: Desember 2022-Febuari 2023
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3.8. Prosedur Penelitian
3.8.1. Persiapan dan penentuan dosis sampel

Penelitian ini memakai 3 jenis bahan uji yaitu cisplatin, calcitriol, kombinasi
calcitriol dan cisplatin. Calcitriol yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan
dari calcitriol sintesis Laboratorium Sentral Universitas Padjadjaran, Jatinangor.
Zat aktif calcitriol dilarutkan dalam DMSO (dymetil sulfoxide) dan diberi perlakuan
ke sel kultur dengan konsentrasi berbeda (500 UM sampai dengan 3,91 uM). Untuk
bahan uji cisplatin, cisplatin dilarutkan ke dalam media komplit dan diberi
perlakuan ke sel kultur dengan konsentrasi yang sama dengan calcitriol (100 uM
sampai dengan 0,78 uM). Untuk bahan uji kombinasi calcitriol dan cisplatin,
cisplatin 5.3 puM yang telah dilarutkan dalam media, dicampurkan ke dalam
calcitriol yang telah dilarutkan dalam DMSO, dan dilakukan pengenceran sehingga
konsentrasi yang didapat sama dengan sampel sebelumnya (500 UM sampai dengan

3,91 uM) dengan konsentrasi tetap cisplatin 5.3uM.

3.9. Pelaksanaan Penelitian
Alur kerja secara umum pada penelitian ini adalah:
1. Kultur sel dimasukkan ke dalam 96 well plate lalu diinkubasi (pada suhu
37°C dan 5% gas CO- hingga persentase pertumbuhan sel mencapai 70%).
2. Sel diberikan perlakuan bahan uji lalu di inkubasi (selama 24 jam pada pada
suhu 37°C dan 5% gas CO2)
3. Reagen kerja presto blue ditambahkan pada sel kultur.

4. Pengukuran absorbansi menggunakan Multimode Reader.
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3.9.1. Persiapan media kontrol positif.

1.

Persiapan media kultur DMEM (mengandung Fetal Bovine Serum (FBS)
10%, antibiotik, hidrokortison).

Persiapan kontrol positif berupa cisplatin dan DMSO sebagai kontrol
pelarut.

Sampel dilarutkan dengan konsentrasi akhir tertentu sebagai stok. Gunakan
pelarut yang tidak bersifat toksik terhadap sel.

Untuk dosis cisplatin, larutkan cisplatin 1 mg/mL dalam 1000 pL dengan
pelarut NaCl fisiologis yang ditambahkan dengan medium komplit.
Larutan kerja yang akan digunakan adalah PrestoBlue™ Cell Viability

Reagent (larutan kerja antipoliferasi assay).

3.9.2. Persiapan dan seeding sel ke dalam 96 well plate.

1.

2.

Sel yang akan digunakan telah konfluen min 70%.

Media dipindahkan pada disc, lalu sel dibilas sebanyak 2 kali dengan
menggunakan 5 mL PBS.

1 mL larutan Trypsin-EDTA ditambahkan ke dalam media, lalu inkubasi
selama 5 menit agar lapisan sel terdispersi (di bawah mikroskop inverted,
sel akan tampak melayang).

Sel dipindahkan ke dalam tube yang telah berisi media.

Sel disentrifugasi dengan kecepatan 3.000 rpm selama 5 menit.

Supernatan dibuang, lalu pelet dilarutkan ke dalam tube berisi media.
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Jumlah dan viabilitas sel dihitung, lalu resuspend sel dengan kepadatan sel
akhir yang sesuai.

Selanjutnya dilakukan kulturisasi sel ke dalam 96 well plate, kemudian
diinkubasi selama 24 jam (atau sampai sel konfluen min. 70%) pada pada

suhu 37°C dan 5% gas COa.

3.9.3. Perlakuan sel

1.

Microsentrifuge tube disiapkan, lalu masing-masing microsentrifuge tube
diberi label konsentrasi yang sesuai, kemudian stok sampel diencerkan
sesuai dengan konsentrasi: cisplatin, calcitriol dan kombinasi cisplatin dan
Calcitriol yang kemudian akan dimasukkan ke dalam Microsentrifuge tube
yang telah diberi label.

96 well plate yang telah berisi sel dikeluarkan dari inkubator. Label
dipasankan pada plate untuk baris mana yang akan diberi perlakuan oleh
standar dan baris mana yang akan diberi sampel. Kemudian media dibuang
dari setiap well.

Masing-masing larutam sampel dipindahkan sebanyak 1.000 uL, kontrol
positif cisplatin dan kontrol pelarut DMSO dengan menggunakan
mikropipet ke dalam masing-masing well yang sesuai pada 96 well plate
yang telah berisi sel.

Inkubasi dilakukan kembali selama 24 jam. Perubahan sel dan jumlah sel

yang mati diamati setelah 24 jam setelah diberikan perlakuan.

3.9.4. Pemberian reagen Presto Blue dan pengukuran absorbansi

1.

Media dibuang pada setiap well.
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2. Media 9 mL dipersiapkan pada falcon tube yang ditambahkan 1 mL
“PrestoBlue™ Cell Viability Reagent” (10 uL reagen untuk 90 puL media),
lalu dimasukkan 100 puL campuran larutan tersebut ke dalam tiap well
microplate, kemudian diinkubasi selama 1-2 jam sampai terlihat perubahan
warna (saat memasuki sel hidup, reagen PrestoBlue® akan direduksi dari
senyawa biru resazurin tanpa nilai fluorescent intrinsik, menjadi senyawa
resorufin yang berwarna merah dan sangat berpendar. Konversi nilai
sebanding dengan jumlah sel yang aktif secara metabolik dan oleh karena
itu dapat diukur secara kuantitatif. Untuk mengukur absorbansi, digunakan

spektrum absorbansi untuk resazurin dan resorufin)

w

Ukur absorbansi pada panjang gelombang 570 nm dan 600 nm

menggunakan multimode reader.

Blk Ct- CeP Cisplatin Calsitriol Cisplatin+ealksitriol Calcitriol Cisplatin
(HM) (HM)
1 2 3] 4 5 6 7 8 g1 11 12 A7-9:391 A4-6:0.78
A B7-9:7.81 B4-6: 1.56
C7-9:15.63 C4-6:3.13
B D7-9:31.25 D4-6: 6.25
E7-9: 62.50 E4-6: 12.50
Cc F7-9: 125 F4-6: 25
G7-9: 250 G4-6: 50
D H7-9: 500 H4-6: 100
Kombinasi Cisplatin-Calcitriol
E (uM)
A10-12: 3.91
F B10-12: 7.81
G C10-12: 15.63
D10-12: 31.25
F10-12: 125
G10-12: 250
H10-12: 500

Gambar 18. Layout penelitian menggunakan 96 well plate. Blk = blanko (media);
Ct- = kontrol negatif (media dan sel); Ct.P = kontrol pelarut (DMSO 2%).



3.9.5. Perhitungan viabilitas sel
1. Angka hasil pengukuran absorbansi akan langsung terlihat pada layar. Ada
tiga hasil pengukuran: 570 nm, 600 nm, dan selisih kedua absorbansi.
2. Perhitungan Corrected Absorbance dengan rumus:
Corrected Absorbance = (As70 — Agoo)samper — %(As70 — As00) Media
3. Setelah didapatkan corrected absorbance dari masing-masing kelompok
sampel, lalu dihitung presentase dari viabilitas sel dengan rumus:

Aperlakuan - AKontrol Media

%Viabilitas sel = X 100

Kontrol Pelarut ~— AKontrol Media

4. Selanjutnya dibuat grafik dari hasil absorbansi dan % viabilitas sel,
kemudian tentukan 1Cso berdasarkan rumus linear pada grafik (target

absorbansi 50% dari hasil absorbansi kontrol negatif/kontrol pelarut).

3.9.6 RT-PCR
3.9.6.1. Isolasi RNA metode TRIsure
1. Homogenisasi
Homogenisasi dilakukan pada sampel jaringan ke dalam 200 mL TRIsure
per 50-100 mg sel, lalu dipindahkan homogenat ke tabung baru.
2. Fase pemisahan
Sampel diinkubasi selama 5 menit pada suhu kamar. Selanjutnya
ditambahkan 40 mL kloroform per 200 mL TRIsure yang digunakan. Tutup
tabung dengan aman dan kocok kuat-kuat dengan tangan selama 15 detik.
Sampel diinkubasi selama 3 menit pada suhu kamar. Kemudian, sampel

disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 15 menit. Sampel akan terpisah
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menjadi fase organik, interfase, dan fase air atas yang tidak berwarna dan
lapisan air dipisahkan untuk ekstraksi RNA.
Pengendapan RNA

Fase air diambil dengan sangat hati-hati, tanpa mengganggu interfase ke
tabung lain. RNA diendapkan dengan cara mencampur menggunakan
isopropanol. Sebanyak 100 uL isopropanol per 200 mL TRIsure yang
digunakan. Sampel diinkubasi selama 10 menit pada suhu kamar kemudian
sentrifus pada 12.000 rpm selama 10 menit.
Pembilasan RNA

Supernatan dibuang dan dibilas pelet sekali dengan etanol 75%,
tambahkan 200 mL etanol per 200 mL TRIsure yang digunakan sampel
pusaran dan sentrifuse pada 7500 rpm selama 5 menit pada 4 °C.
Melarutkan kembali RNA

Pelet dikeringkan setelah larutan etanol dibuang dan dilarutkan dalam air
PCR. Inkubasi dilakukan selama 10 menit pada suhu 60 °C dengan
menggunakan heat block. RNA disimpan dalam suhu -70 °C. Prosedur
sebelum masuk ke PCR, dilakukan preparasi dengan memasukkan reagen
ke dalam microtube.

Tabel 6. Reagen untuk RT-PCR

Reagen Volume

2x SensiFAST SYBR No-ROX One Step Mix 5uL

10 uM Forward Primer 0.4uL

10 uM Reverse Primer 0.4uL

Reverse transcriptase 0.1uL

RiboSafe RNase Inhibitor 0.2uL

Water 1.9ul

Template (Sample) 2 uL (Conc. 250 ng)
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3.9.6.2. Prosedur RT-PCR untuk ekspresi MAPK
Berikut adalah tiga tahapan kerja PCR dalam satu siklus:

1. Tahap peleburan (melting) atau denaturasi. Pada tahap ini (berlangsung pada
suhu tinggi, 94-96°C) ikatan hidrogen DNA akan mengalami pemutusan
(denaturasi) dan DNA menjadi berberkas tunggal atau RNA. Biasanya pada
tahap awal PCR ini dilakukan agak lama (sampai 5 menit) untuk memastikan
semua berkas DNA terpisah. Pemisahan ini menyebabkan DNA tidak stabil
dan siap menjadi templat ("patokan™) bagi primer. Durasi pada tahap ini selama
1-2 menit.

2. Tahap penempelan atau annealing. Primer menempel pada bagian DNA
template yang komplementer urutan basanya. Tahapan ini dilakukan pada suhu
antara 45-60°C. Penempelan ini bersifat spesifik. Suhu yang tidak tepat dapat
menyebabkan tidak terjadinya penempelan atau bahkan primer menempel di
sembarang tempat. Durasi tahap ini 1-2 menit.

3. Tahap pemanjangan atau elongasi. Suhu untuk proses ini tergantung dari jenis
DNA polimerase yang dipakai. Dengan Taqg-polimerase, proses ini biasanya

dilakukan pada suhu 76°C. Durasi tahap ini selama 1 menit.
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Tabel 7. Sekuens primer untuk pemeriksaan PCR

Simbol Gen Sekuens Primer Referensi
GAPDH_gh (F)IGGTGTGAACCATGAGAAGTATGA 132
- (R)IGAGTCCTTCCACGATACCAAAG
P38a MAP (F) TCAGTCCATCATTCATGCGAAA n
Kinase (R) AACGTCCAACAGACCAATCAC
COX-2 (F) CTCCTTGAACACGGACTTGC 133

(R) TCAGGGAGAAGCGTTTGC

Caspase-1 (F) 5'-ACACGTCTTGCCCTCATTATCT-3’ 134

(R) 5'-ATAACCTTGGGCTTGTCTTTCA-3'

IL-1B Primer sekuens untuk gPCR dan PCR 135

(F) 5-TACCTGTCCTGCGTGTTGAA-3'
(R)5'-TCTTTGGGTAATTTTTGGGATCT-3'

3.9.6.3. Seting mesin PCR

1.

2.

Mesin thermal cycler disambungkan dengan arus listrik.

Dalam menu, dipilih program yang akan dijalankan melalui “File”
kemudian pilih “Edit”.

Selanjutnya pilih “Program”, klik tombol “Edit”

Suhu diatur sesuai pengkondisian awal pada menu “Header”.

Selanjutnya pilih “Step” untuk mengatur jumlah siklus dan suhu disetiap
step yang diinginkan.

Kemudian pilih “Save”, tekan tombol “Run”.

Tombol “Start” dipilih, pilih program yang sudah diatur, tekan tombol ““Start
Now”.

Proses ditunggu hingga selesai. Selesai tahap 3, maka siklus diulang

kembali mulai tahap 1.
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3.10. Bagan alur penelitian

Gambar 19. Alur penelitian.

3.11. Analisis Data

1. Analisis RT-gPCR menggunakan metode Livak

Sel kultur
CAL27
r v y
itriol +
Calcitriol Cisplatin Callt:|tr|c?|
Cisplatin
v A 4 v
MTS Uji viabilitas RT-PCR
v ¥ Ekspresi
Pengukuran Pengukuran P38a MAPK, COX-2,
Absorbansi IC50 Caspase-1, IL1B

Hasil tes RT-gPCR akan memberikan nilai skor Ct target average dan Ct

reference average baik pada suhu 25°C maupun 40°C. Selanjutnya lakukan

perhitungan sebagai berikut:

a. Menghitung ACt (perubahan Ct) untuk kelompok perlakukan dan

kontrol

Kelompok perlakukan : ACt(perlakuan)= Ct(target) — Ct(reference)

Selanjutnya lakukan perhitungan untuk ACt kelompok kontrol

Kelompok kontrol : ACt(perlakuan)= Ct(target) — Ct(reference)

Hitung AACt untuk kelompok perlakukan dan kontrol

Rumus: AACt= ACt(perlakuan)-ACt(kontrol)
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c. Hitung 224 untuk menghasilkan rasio ekspresi
Rumus: expression ratio=2"44¢
d. Lakukan interpretasi antara suhu 25°C dan 40°C untuk besaran
berapa kali lipatnya.
2. Uji distribusi normal dan homogenitas data
Untuk menentukan data distribusi normal atau tidak, dilakukan uji
normalitas data. Saphiro-Wilk test untuk data yang kurang dari 40. Bila data
terdistribusi normal menunjukkan nilai kemaknaan p>0.05. Untuk menguji
homogenitas data, digunakan Levene test for homogeneity of variance. Data
yang homogen ditunjukkan dari nilai kemaknaan p>0.05. Uji Levene ini
ditujukan untuk kelompok yang berbeda jumlah sampelnya, jika jumlah sampel
antara kelompok adalah sama, maka tidak diperlukan uji tersebut.
3. Analisis multivariat
a. Jika hasil data terdistribusi normal, maka dilanjutkan dengan uji
ANOVA untuk menganalisis perbedaan hasil PCR dan Western Blot
variabel antara tiap dosis dalam tiap kelompok. Dikatakan berbeda
bermakna jika nilai kemaknaan p<0.05.
b. Jika hasil data tidak terdistribusi normal, maka dilanjutkan dengan uji
Kruskall-Walis. Dikatakan berbeda bermakna jika nilai kemaknaan

p<0.05.
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3.12. Etik penelitian
Penelitian ~ ini  telah  mendapatkan =~ Pembebasan  Etik  No.

204/UN6.KEP/EC/2023 (Lampiran 3).
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4.1. Hasil Penelitian

4.1.1. Penentuan

Cisplatin

BAB IV

HASIL PENELITIAN

IC50 Calcitriol, Cisplatin dan kombinasi Calcitriol-

Berdasarkan hasil dari penelitian sebelumnya, telah didapatkan 1C50 dari

calcitriol, cisplatin dan kombinasi calcitriol-cisplatin (Tabel 8). Hasil morfologi

dari tiap kelompok dapat dilihat pada Lampiran 4. Gambar 20 menunjukkan

kelompok calcitriol, IC50 ditetapkan sebesar 107.70 uM (44.87 ppm), pada

kelompok cisplatin IC50 sebesar 33.20 uM (9.99 ppm) dan pada kelompok

kombinasi calcitriol-cisplatin IC50 sebesar 100.10 uM (36.91 ppm).

Tabel 8. Konsentrasi dan rerata persentasi cell survival dari kelompok cisplatin, calcitriol
dan kombinasi cisplatin-calcitriol.

Cisplatin Calcitriol Kombinasi Cisplatin-Calcitriol
Mean Mean Mean
% cell % cell % cell
survival survival survival
Media 102.14 Media 102.14 Media 102.14
Pelarut 100.00 Pelarut 100.00 Pelarut 100.00
Konsentrasi | Log 10 Konsentrasi | Log 10 Konsentrasi | Log 10
(ppm) Konsentrasi (ppm) Konsentrasi (ppm) Konsentrasi
(ppm) (ppm) (ppm)
0.781 -0.107 100.26 3.906 0.592 90.86 3.90625 0.592 96.38
1.563 0.194 88.55 7.813 0.893 89.62 7.8125 0.893 94.48
3.125 0.495 88.07 15.625 1.194 87.72 15.625 1.194 88.79
6.250 0.796 71.50 31.250 1.495 91.79 31.25 1.495 95.10
12.500 1.097 65.58 62.500 1.796 90.67 62.5 1.796 90.07
25.000 1.398 55.74 125.000 2.097 18.62 125 2.097 19.93
50.000 1.699 29.30 250.000 2.398 -4.10 250 2.398 -1.69
100.000 2.000 20.20 500.000 2.699 5.67 500 2.699 3.96
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Gambar 20. Inhibitory concentration (I1C) 50 dari kelompok cisplatin (A), calcitriol (B) dan
kombinasi calcitriol-cisplatin.

4.1.2. Perbenihan sel CAL27 pada tiap kelompok perlakuan

Perbenihan pada kelompok calcitriol, cisplatin dan kombinasi calcitriol-cisplatin
dilakukan selama 48 jam. Kelompok calcitriol terdiri dari calcitriol dosis 1/10 IC50
(4.48 ppm), 1/4 1C50 (11.21 ppm), 1/2 1C50 (22.43 ppm) dan 1x IC50 (44.87 ppm).
Kelompok kombinasi calcitriol dan cisplatin terdiri dari dosis 1/10 1C50 (3.69
ppm), 1/4 1C50 (9.22 ppm), 1/2 IC50 (18.45 ppm) dan 1x IC50 (36.91 ppm).
Gambar 21 menunjukkan morfologi sel dari tiap kelompok, nampak sel yang
mengalami kematian akan lebih menunjukkan gambaran membran sel yang bulat

dengan inti yang hiperkromatik.
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positif
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alcitriol-cisplatin
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36.91ppm

Gambar 21. Morfologi pada tiap

kelompok perlakuan. Cisplatin (kontrol positif). Tanda

panah (kuning) menunjukkan karakteristik sel tumor yang mengalami kematian sel.
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4.1.3. Ekspresi mRNA p38a MAP kinase

Pada Gambar 22, nampak ekspresi p38a MAPK paling tinggi pada kelompok
cisplatin (kontrol positif). Ekspresi akan sedikit menurun jika calcitriol tidak
dikombinasikan dengan cisplatin, sedangkan kombinasi calcitriol dan cisplatin,
akan meningkatkan ekspresi p38a MAPK.

Berdasarkan hasil uji normalitas Shapiro-Wilk, nilai p38a MAPK berdistribusi
normal (p=0.999) (Lampiran 10). Selanjutnya analisis Anova dilakukan untuk
melihat apakah ada perbedaan antara tiap kelompok perlakukan. Hasilnya tidak
ditemukan perbedaan bermakna antara tiap kelompok perlakuan pada p38a MAPK

(p=0.08) (Tabel 9 dan Gambar 22).

Tabel 9. Uji ANOVA untuk ekspresi mRNA p38a MAPK.

Kelompok Ekspresi SEM F p-value
p38a MAPK
Kontrol negatif (K-) 1.20 0.14 2.28 0.08
Cisplatin (K+) 1.96 0.17
D 4.48 ppm 1.25 0.23
D 11.21 ppm 1.72 0.03
D 22.43 ppm 1.29 0.71
D 44.87 ppm 1.47 0.13
DC 3.69 ppm 1.06 0.50
DC 9.22 ppm 1.66 0.24
DC 18.45 ppm 1.57 0.33
DC 36.91 ppm 1.71 0.51
D calcitriol; DC cisplatin-calcitriol
* p<0.05
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Gambar 22. Grafik ekspresi mRNA dari p38a MAPK.

4.1.4. Ekspresi mMRNA COX-2

Pada Gambar 23, nampak pemberian calcitriol dapat meningkatkan ekspresi
COX-2, terlebih lagi jika dikombinasikan dengan cisplatin. Dari uji distribusi
Shapiro-Wilk, ditemukan nilai COX-2 berdistribusi normal (p>0.05) (Lampiran
10). Hasil uji ANOVA ditemukan perbedaan bermakna antara tiap kelompok
perlakuan (p=0.005; df=9) (Tabel 10). Dari uji post hoc (Gambar 23) ditemukan
perbedaan bermakna antara kelompok DC 18.45ppm terhadap D 4.48ppm
(p=0.040), D 11.21ppm (p=0.024), D 22.43ppm (p=0.026), D 44.87ppm (p=0.012),
DC 3.69ppm (p=0.012), dan DC 9.22ppm (0.048); antara kelompok DC 36.91ppm
terhadap kontrol positif, D 4.48ppm (p=0.001), D 11.21ppm (p=0.002), D
22.43ppm (p=0.001), D 44.87ppm (p=<0.001), DC 3.69ppm (p<0.001), dan DC

9.22ppm (p=0.002).
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Tabel 10. Uji ANOVA untuk ekspresi mMRNA COX-2.

Kelompok Ekspresi SEM x? p-value
COX-2
Kontrol negatif 1.45 0.32 4.70 0.005*
Cisplatin 9.38 3.44
D 4.48 ppm 4.55 2.38
D 11.21 ppm 3.48 291
D 22.43 ppm 1.72 2.29
D 44.87 ppm 15.36 0.05
DC 3.69 ppm 3.26 0.08
DC 9.22 ppm 1.61 2.77
DC 18.45 ppm 5.01 2.03
DC 36.91 ppm 22.81 15.92
D calcitriol; DC cisplatin-calcitriol
* p<0.05
* p<0.05
* p<0.05
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Gambar 23. Grafik ekspresi mMRNA dari COX-2. (* p<0.05)
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4.1.5. Ekspresi mMRNA Caspase-1

Pada Gambar 24, nampak pemberian calcitriol meningkatkan ekspresi Caspase-
1, tetapi pada kombinasi calcitriol dan cisplatin, nampak lebih rendah dibandingkan
kelompok calcitriol dan kelompok cisplatin. Uji distribusi Shapiro-Wilk, ditemukan
nilai Caspase-1 berdistribusi tidak normal (p=0.016) (Lampiran 10). Hasil uji
Kruskal Wallis, tidak ditemukan perbedaan bermakna antara tiap kelompok

perlakuan (p=0.604) (Tabel 11).

Tabel 11. Uji Kruskal-Wallis untuk ekspresi mMRNA caspase-1.

Kelompok Ekspresi SEM X? p-value
Caspase-1
Kontrol negatif 1.16 0.54 7.322 0.604
Cisplatin 2.55 0.53
D 4.48 ppm 281 0.77
D 11.21 ppm 2.84 1.36
D 22.43 ppm 1.42 0.49
D 44.87 ppm 2.99 1.76
DC 3.69 ppm 0.88 0.78
DC 9.22 ppm 0.97 0.67
DC 18.45 ppm 2.35 1.08
DC 36.91 ppm 1.22 0.38

D calcitriol; DC cisplatin-calcitriol
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Gambar 24. Grafik ekspresi mMRNA dari Caspase-1.

4.1.6. Ekspresi mMRNA IL-1p

Pada Gambar 25, nampak pemberian calcitriol dapat menurunkan ekspresi IL-
1B pada kelompok kombinasi calcitriol-cisplatin hingga dua kali lipat dibandingkan
kelompok calcitriol. Uji Shapiro-Wilk ditemukan nilai IL-1p berdistribusi tidak
normal (p<0.001). Oleh karena tidak berdistribusi normal, maka uji antar kelompok
digunakan Kruskal-Wallis, sehingga didapatkan ada perbedaan bermakna IL-1p
antara kelompok perlakuan (p=0.016) (Tabel 12). Uji Mann Whitney ditemukan
perbedaan (p=0.021) hanya pada kelompok medium (kontrol negatif) dan cisplatin

(kontrol positif).
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Ekspresi mRNA IL-1B (normalized by

GAPDH)

Tabel 12. Uji Kruskal-Wallis untuk ekspresi mMRNA IL-1f.

Kelompok Ekspresi SEM X2 p-value
IL-1B
Kontrol negatif 0.67 0.04 20.4 0.016*
Cisplatin 5.63 251
D 4.48 ppm 1.47 0.29
D 11.21 ppm 2.00 0.17
D 22.43 ppm 0.59 0.42
D 44.87 ppm 4.72 1.14
DC 3.69 ppm 0.30 0.05
DC 9.22 ppm 0.13 0.02
DC 18.45 ppm 1.78 0.23
DC 36.91 ppm 2.45 1.38
D calcitriol; DC cisplatin-calcitriol
* p<0.05
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Gambar 25. Grafik ekspresi mMRNA dari IL-1p. (* p<0.05)
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4.2. Pengujian Hipotesis
4.2.1. Hipotesis 1
4.2.1.1.Hipotesis: Terdapat perbedaan ekspresi mRNA p38a MAP kinase
pada sel CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan
kombinasi cisplatin-calcitrol.
4.2.1.2 Hasil yang menunjang hipotesis
Tidak ada.
4.2.1.3.Hasil yang tidak menunjang hipotesis.
Ekspresi mRNA p38a MAP kinase tidak berbeda pada seluruh
kelompok sel CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan
kombinasi cisplatin-calcitriol (Gambar 22). Tetapi terdapat trend
penurunan ekspresi p38a MAP kinase pada kelompok calcitriol
dibandingkan kelompok kombinasi calcitriol-cisplatin dan cisplatin
(kontrol positif).

4.2.1.4.Simpulan: Hipotesis teruji dan ditolak

4.2.2. Hipotesis 2
4.2.2.1.Hipotesis: Terdapat perbedaan ekspresi mMRNA COX-2 pada sel
CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol.
4.2.2.2 Hasil yang menunjang hipotesis.
Ekspresi mMRNA COX-2 signifikan berbeda bermakna pada sel CAL27

yang diberikan perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
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calcitriol (Gambar 23). Melalui post-hoc, ditemukan adanya perbedaan
antara kelompok kombinasi calcitriol-cisplatin 18.45ppm terhadap
calcitriol (4.48ppm, 11.21ppm, 22.43ppm, 44.87ppm) dan kombinasi
cisplatin-calcitriol (3.69ppm dan 9.22ppm); kelompok cisplatin-
calcitriol 36.91ppm terhadap cisplatin (kontrol positif), calcitriol
(4.48ppm, 11.21ppm, 22.43ppm, 44.87ppm) dan kombinasi cisplatin-
calcitriol (3.69ppm dan 9.22ppm).
4.2.2.3.Hasil yang tidak menunjang hipotesis
Tidak ada.

4.2.2.4.Simpulan: Hipotesis teruji dan diterima.

4.2.3. Hipotesis 3
4.2.3.1.Hipotesis: Terdapat perbedaan ekspresi mRNA Caspase-1 pada sel
CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol.
4.2.3.2.Hasil yang menunjang hipotesis
Tidak ada.
4.2.3.3.Hasil yang tidak menunjang hipotesis.
Ekspresi mRNA Caspase-1 tidak berbeda pada seluruh kelompok sel
CAL27 yang diberikan perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol (Gambar 24). Pada kelompok calcitriol, terlihat lebih
tinggi ekspresi caspase-1 pada sel CAL27 dibandingkan kelompok

cisplatin (kontrol positif), dan kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol.
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4.2.3.4.Simpulan: Hipotesis teruji dan ditolak.

4.2.4. Hipotesis 4
4.2.4.1.Hipotesis: Terdapat perbedaan ekspresi mRNA IL-1p pada sel
CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol.
4.2.4.2 Hasil yang menunjang hipotesis
Tidak ada.
4.2.4.3.Hasil yang tidak menunjang hipotesis.
Ekspresi mRNA IL-1p tidak berbeda pada seluruh kelompok sel CAL27
yang diberikan perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
calcitrol (Gambar 25). Perbedaan hanya ditemukan pada kelompok
kontrol negatif dan kontrol positif (cisplatin) (p<0.05). Ekspresi IL-13
pada kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol nampak lebih rendah dua
kali lipat dibandingkan kelompok cisplatin (kontrol positif).

4.2.4.4.Simpulan: Hipotesis teruji dan ditolak.

4.3. Pembahasan
4.3.1. p38a MAPK

Pada penelitian ini, tidak ada perbedaan antara kelompok calcitriol, cisplatin dan
kombinasi cisplatin dan calcitriol (p=0.08) (Gambar 22). Hal ini menunjukkan
bahwa calcitriol yang diberikan secara tunggal maupun dikombinasikan dengan

cisplatin, menunjukkan ekspresi mRNA p38a MAPK yang sama. p38a ini
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merupakan penanda biologis yang berperan penting dalam jalur MAPK, terutama
dalam cell-cycle arrest, apoptosis, antiproliferatif dan survival.%®%" Ekspresi p38a
ini akan mengalami peningkatan pada proses inflamasi di KSS oral dibandingkan
sel normal.*® Hal ini mungkin dapat menjadi salah satu alasan mengapa pemberian
calcitriol tunggal dapat meningkatkan ekspresi p38a MAPK akibat adanya proses
inflamasi. Hasil ini mendukung penelitian Weitsman dkk®*’, bahwa pada kanker
mammae, pemberian calcitriol dapat meningkatkan ekspresi p38 MAPK yang
berlanjut pada kematian sel tumor. Ekspresi mRNA p38a MAPK juga tidak berbeda
antara perlakuan kelompok kombinasi cisplatin dan calcitriol dan cisplatin tunggal.
Hal ini menunjukkan bahwa proses inflamasi yang disebabkan adanya cisplatin dan
calcitriol juga dapat menyebabkan kematian sel. Hasil ini mendukung laporan dari
Krishnan dan Feldman yang menunjukkan pada kanker prostat, terjadi proses
inflamasi akibat adanya pemberian calcitriol tunggal.’*® Proses inflamasi ini
nampaknya berperan dalam timbulnya kematian sel CAL27 KSS oral.

Jika dibandingkan antara kelompok calcitriol dan kelompok kombinasi cisplatin-
calcitriol, maka tidak nampak perbedaan ekspresi p38a secara bermakna (Gambar
22). Hal ini menunjukkan bahwa p38a MAPK berperan dalam proses proliferasi sel
tumor, dan akan meningkat ekspresinya pada proses kematian sel tumor. Pada
proliferasi sel tumor, p38a MAPK akan mengaktifkan produksi sitokin dalam
tumor microenvironment, sehingga sel kanker mampu bertahan terhadap stres
onkogenik, radioterapi, kemoterapi ataupun terapi target lainnya.**® Pada KSS oral,
jika dilakukan penghambatan p38a, maka sel tumor menjadi lebih sensitif terhadap

kemoterapi cisplatin yang ditandai dengan adanya sel apoptotik. Marker p38a
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MAPK ini secara umum, dapat berperan pada proliferasi tumor dan kematian sel
tumor. Pada kematian sel tumor, pemberian calcitriol dapat menghambat ekspresi
p38a MAPK dan menyebabkan peningkatan ROS pada sel tumor, sehingga
menyebabkan kematian sel tumor yang mengalami inflamasi.*”!2 Disamping itu,
p38a MAPK akan mengativasi kompleks inflamasom, yang akan memicu
pembentukan pro-caspase-1 menjadi caspase-1.124

Pada penelitian ini, pemberian calcitriol tunggal akan menyebabkan peningkatan
apoptosis yang ditandai dengan adanya tren penurunan ekspresi p38c pada sel
CAL27 karsinoma sel skuamosa oral. Mekanisme apoptosis yang terjadi
disebabkan karena calcitriol akan berikatan dengan VDR, menimbulkan penurunan
ekspresi p38a.t2 Hal ini juga dijumpai pada kanker mammae, aktivasi p38 akan
menstimulasi VDR melalui c-Jun/AP-1 dan meningkatkan efek inhibisi terhadap
proliferasi sel tumor.}*® Penghambatan p38a akan menyebabkan gangguan
homeostasis mitokondrial sehingga menimbulkan peningkatan ROS dan RNS.
Selain itu, semakin meningkatnya jumlah ROS, maka akan semakin menghambat

ekspresi p38a melalui fosfatase MAPK. '3

43.2. COX-2

Pada penelitian ini, ekspresi COX-2 berbeda bermakna antara kelompok
calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitriol (Tabel 10). Ekspresi COX-2
ini diatur oleh NF-kB bersama dengan p38a.?’ COX-2 ini dapat memodulasi
proliferasi dan apoptosis sel kanker. Pada sel kanker mammae, COX-2 berperan

dalam timbulnya apoptosis sel kanker tersebut.'?®4! Pemberian calcitriol dan
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celecoxib akan menyebabkan penurunan ekspresi COX-2 sehingga menyebabkan
apoptosis dari sel kultur kanker mammae.*! Menurut Liu dkk, ekspresi COX-2
akan menurun setelah pemberian calcitriol secara tunggal.'® Ekspresi mRNA
COX-2 akan meningkat setelah pemberian cisplatin, hal ini menunjukkan adanya
proses inflamasi terkait cisplatin.

Calcitriol yang diberikan secara tunggal, dapat menekan proses inflamasi
tersebut yang ditandai adanya penurunan mRNA COX-2 (konsentrasi 4.48 ppm,
11.21 ppm dan 22.43 ppm), tetapi pada konsentrasi 44.87 ppm terjadi peningkatan
ekspresi mMRNA COX-2, sehingga menyebabkan apoptosis optimal dari sel CAL27
(Gambar 23). Cisplatin yang dikombinasikan dengan calcitriol (konsentrasi 9.22
ppm) juga dapat menekan proses inflamasi, tetapi proliferasi sel CAL27 masih
nampak nyata dibandingkan kombinasi cisplatin-calcitriol pada konsentrasi 36.91
ppm.

Pada penelitian ini, uji post hoc menunjukkan adanya perbedaan secara
bermakna antara kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol 18.45 ppm terhadap
calcitriol (4.48ppm, 11.21ppm, 22.43ppm, dan 44.87ppm), dan kombinasi cisplatin
calcitriol (3.69ppm dan 9.22ppm). Kombinasi cisplatin dan calcitriol dapat
meningkatkan ekspresi mMRNA COX-2 lebih tinggi dibandingkan pemberian
calcitriol secara tunggal. Hal ini menunjukkan adanya kemungkinan peran
inflamasi akibat adanya cisplatin dan calcitriol. Pemberian calcitriol tunggal dapat
memicu adanya proses inflamasi, namun jika dikombinasikan dengan cisplatin,
maka proses inflamasi akan semakin meningkat tinggi sehingga menyebabkan

kematian sel.
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Pemberian kombinasi cisplatin-calcitriol (konsentrasi mampu menekan ekspresi
MRNA COX-2 (Gambar 23). Jika dibandingkan pada laporan sebelumnya, ekspresi
COX-2 akan menurun seiring dengan pemberian cisplatin pada kanker paru.'? Hal
ini mungkin disebabkan karena derajat displasia dari sel CAL27 berdampak
terhadap ekspresi COX-2. Menurut Wasilewicz dkk, adenoma derajat displasia
berat menunjukkan ekspresi COX-2 lebih tinggi dibandingkan displasia ringan
(p<0.001).1*3 Sel CAL27 yang berasal dari karsinoma sel skuamosa lidah diambil
dari pasien 56 tahun di tahun 1982, tidak diketahui derajat displasianya. Alasan lain
ekspresi COX-2 yang meningkat, mungkin disebabkan karena adanya proses
inflamasi pada sel tumor.

Peningkatan regulasi ekspresi COX-2 oleh akibat pemberian calcitriol, akan
menyebabkan proses inflamasi yang memicu kematian sel CAL27. Hal ini
mengindikasikan bahwa proses inflamasi berperan dalam apoptosis sel KSS oral.
Mekanisme COX-2 yang mampu menghambat pertumbuhan tumor dan migrasi,
melalui (a) regulasi dari 8-hydroxyoctanoic acid dan (b) bersama p38a yang akan
membentuk ROS.” Disamping peran ROS terhadap p38a, ROS juga akan
mengaktivasi TNFR1 dan TXNIP sehingga menyebabkan aktivasi NLRP3, 116117
NLRP3 inflammasome berperan dalam proses inflamasi dan respon imun untuk

aktivasi caspase-1.1* Caspase-1 juga dapat dipengaruhi oleh aktivitas COX-2.14

4.3.3. Caspase-1

Pada penelitian ini, tidak ada perbedaan bermakna ekspresi caspase-1 antara

semua kelompok (Tabel 11), tetapi terlihat adanya trend peningkatan ekspresi pada
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kelompok calcitriol dan penurunan ekspresi pada kelompok kombinasi cisplatin-
calcitriol. Hal ini menunjukkan bahwa proses kematian sel CAL27, lebih
disebabkan adanya peran caspase-1 dalam proses inflamasi akibat paparan
calcitriol. Kematian sel akibat adanya proses inflamasi disebut sebagai pyroptosis.
Penurunan kadar caspase-1 ini juga ditemukan pada proses pyroptosis akibat
paparan calcitriol pada pancreatic ductal adenocarcinoma*, kanker mammae*®,
dan kanker gaster¥’.

Pada pyroptosis, proses kematian sel ini berbeda terhadap apoptosis.**® Sel yang
berperan untuk terjadinya pyroptosis ini adalah sel makrofag dan sel dendritik. Baik
pyroptosis maupun apoptosis memerlukan jalur persinyalan dari caspase. Caspase-
1 berperan penting dalam proses tersebut. Selama proses pyroptosis, terjadi
kerusakan DNA, tetapi morfologi nukleus dari sel yang mengalami pyroptotik
berbeda dengan sel yang mengalami apoptotik. Pada sel yang mengalami
pyorptosis, nukleus mengalami kondensasi kromatin, bentuk nukleus tetap sama
dan karyorhexis tidak terjadi.'*® Dalam mekanisme pembentukkan caspase-1 ini,
diawali adanya peran dari p38a MAPK, yang akan mengaktivasi kompleks protein
NLRP3/Caspase-1/ASC (disebut juga NLRP3 inflammasome; ASC atau
PYCARD=Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) dan
mengalami perubahan menjadi caspase-1 aktif yang akan mengubah pro-1L-1f
menjadi 1L-1p.1241%° Pada proses inflamasi ini, IL-1p akan kembali mengaktivasi
kompleks inflamasom, yang akan mengaktifkan kembali pro caspase-1 menjadi
caspase-1. Siklus ini semakin meningkat seiring dengan proses inflamasi yang

terjadi, sehingga menyebabkan kematian sel.
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434. IL-1B

Pada penelitian ini, ekspresi IL-1p tidak berbeda bermakna antara kelompok
calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitriol (p>0.05) (Tabel 12).
Pemberian cisplatin pada sel tumor akan meningkatkan ekspresi mRNA IL-1p.1°
Calcitriol diketahui mampu menurunkan ekspresi mRNA IL-1B pada proses
inflamasi yang menuju tumorigenesis

Nampak peningkatan ekspresi mRNA IL-1p pada kelompok calcitriol
dibandingkan kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol. Dengan adanya
peningkatan ekspresi caspase-1 dan IL-1pB, menunjukkan bahwa proses inflamasi
berperan pada kematian sel CAL27.8% Menurut He dkk, ekspresi IL-1p akan
berdampak terhadap semakin tingginya ekspresi caspase-1.1%! Sel makrofag yang
teraktivasi, akan mengubah IL-1R1 menjadi IL-1p dengan bantuan signal dari NF-
kB, sehingga membentuk kompleks pyroptosom yang akan menyebabkan kematian
sel akibat caspase-1. Proses pyroptosis yang terjadi pada CAL27 perlu diteliti lebih
lanjut agar pemberian terapi cisplatin yang dikombinasikan dengan calcitriol dapat
disesuaikan dosisnya sehingga didapatkan efek kematian sel dan antiproliferatif
yang maksimal pada karsinoma sel skuamosa oral.

Pada penelitian ini, pada kelompok kombinasi cisplatin-calcitriol ekspresi COX-
2 nampak meningkat dan ekspresi IL-1p nampak menurun. Menurut John, mediator
inflamasi IL-1p akan memodulasi Snail sehingga berdampak terhadap regulasi

COX-2 dependent E-cadherin pada KSS leher dan kepala.*>?
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IL-1p ini memiliki potensi pro- dan anti-tumor.?>® Ekspresi IL-1B yang tinggi
juga ditemukan pada berbagai jenis tumor.*>® Pada kondisi pro-tumor, IL-1p akan
mengaktivasi sel limfosit CD4 sehingga menghasilkan IL-17 yang akan
menyebabkan angiogenesis dan proliferasi sel tumor.?>® Sedangkan pada kondisi
anti-tumor, pemberian oxaliplatin akan menyebabkan kompleks NLRP3 sehingga
memicu sekresi IL-1p, yang selanjutnya akan mengaktifkan sel limfosit CD8 yang
bekerja secara langsung terhadap sel tumor. Pada pemberian cisplatin di tumor
nasofaring, IL-1B bekerja secara langsung terhadap pertumbuhan tumor.>
Sedangkan pada pemberian paclitaxel, IL-1B menimbulkan dual effect, yaitu

metastasis tumor dan supresi pertumbuhan tumor.1%3

4.4 Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki keterbatasan dalam pengujian sampel. Sampel hanya
diujikan sebanyak 2 kali untuk mendapatkan ekspresi penanda biologisnya.
Meskipun pengulangan 2 kali masih dapat dianggap cukup dapat mewakili
gambaran ekspresi penanda biologis, namun sebaiknya pengulangan dilakukan 3
kali agar didapatkan keakuratan data ekspresi gen tersebut.

Pemeriksaan protein interluekin tidak dilakukan dalam penelitian ini. Ekspresi
MRNA dari IL-1p yang didapatkan dari penelitian ini, mungkin perlu didukung oleh
adanya pemeriksaan Western Blot untuk membuktikan kesesuaian antara ekspresi
gen dan protein yang dihasilkan.

Perbedaan ekspresi penanda biologis yang didapatkan dalam penelitian ini,

mungkin disebabkan karena sel kultur CAL27 yang menjadi subjek penelitian.

79



Informasi yang disediakan dalam ATCC sangat terbatas, tidak tersedianya data
mengenai derajat displasia KSS lidah tersebut.® Sebaiknya digunakan sel kultur

karsinoma sel skuamosa oral lain yang memiliki data pendukung dari mana sel

tersebut berasal.
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BAB V

SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

5.1.1. Simpulan Umum

5.1.1.1. Tidak terdapat perbedaan ekspresi mRNA p38a MAP kinase pada sel
CAL27 yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi
cisplatin-calcitrol (p>0.05).

5.1.1.2. Terdapat perbedaan ekspresi mMRNA COX-2 pada sel CAL27 yang
diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol
(p<0.05).

5.1.1.3. Tidak terdapat perbedaan ekspresi mRNA Caspase-1 pada sel CAL27
yang diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-
calcitrol (p>0.05).

5.1.1.4.Tidak terdapat perbedaan ekspresi mRNA IL-1p pada sel CAL27 yang
diberi perlakuan calcitriol, cisplatin dan kombinasi cisplatin-calcitrol

(p>0.05).

5.1.2. Simpulan Khusus
5.1.2.1.Pemberian calcitriol pada karsinoma sel skuamosa oral dapat

menyebabkan kematian sel melalui jalur inflamasi (pyroptosis) yang
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ditandai dengan adanya ekspresi p38a MAPK, COX-2, caspase-1 dan
IL-1P.

5.1.2.2. P38a MAPK tidak dapat menjadi penanda biologis penentuan kematian
sel CAL27 setelah pemberian terapi calcitriol, namun penanda biologis
ini berperan untuk evaluasi efektivitas terapi menggunakan calcitriol
dan cisplatin.

5.1.2.3.Ekspresi mMRNA COX-2 nampak berbeda bermakna antara kombinasi
cisplatin dan calcitriol konsentrasi 18.45 ppm dengan kelompok
calcitriol (konsentrasi 4.48 ppm, 11.21 ppm, 22.43 ppm, 44.87 ppm) dan
kelompok kombinasi cisplatin dan calcitriol (konsentrasi 3.69 ppm, dan
9.22 ppm).

5.1.2.4.Ekspresi mMRNA COX-2 nampak berbeda bermakna antara kombinasi
cisplatin dan calcitriol konsentrasi 36.91 ppm dengan kelompok kontrol
positif (cisplatin), kelompok calcitriol (konsentrasi 4.48 ppm, 11.21
ppm, 22.43 ppm, 44.87 ppm) dan kelompok kombinasi cisplatin dan

calcitriol (konsentrasi 3.69 ppm, dan 9.22 ppm).

5.2. Saran
5.2.1. Saran teoritis
5.2.1.1.Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel yang lebih
banyak untuk penentuan mekanisme autophagy atau pyroptosis yang
paling berperan dalam kematian sel pada karsinoma sel skuamosa

mulut.
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5.2.1.2.Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk menganalisis konsentrasi terapi
calcitriol yang adekuat sehingga didapatkan kematian sel tertinggi dari
karsinoma sel skuamosa mulut. Hal ini terkait potensi calcitriol sebagai
anti-proliferasi dan apoptosis dari sel tumor.

5.2.1.3.Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui penanda biologis
lain yang berperan dalam jalur kematian akibat inflamasi pada sel tumor.

5.2.2. Saran praktis

5.2.2.1.Diharapkan pemberian terapi cisplatin dapat dikombinasikan dengan
calcitriol sehingga dosis cisplatin yang digunakan dapat dikurangi
namun tetap mendapatkan efek kematian sel dan antiproliferatif yang
tinggi pada karsinoma sel skuamosa oral.

5.2.2.2.Diharapkan jalur kematian sel terkait inflamasi ini dapat diteliti lebih
lanjut, agar pemberian terapi untuk karsinoma sel skuamosa dapat lebih
akurat dan adekuat.

5.2.2.3.Diharapkan dengan asupan vitamin D, mampu menekan risiko
perubahan sel normal menjadi karsinoma sel skuamosa oral di

masyarakat.
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Wekate Dwvow koumpadacad | Bmail : kaprod |

Nomor : 053/UN&.C.6.30/PT.00/2023 17 Januari 2023
Lampiran : 1 [satu) berkzs
Hal : Parmohonan Persetujuzn Ftik

Yth, Ketua Komisi Ftik Penelitian
Universtas Padjadjaran

Sehubungan dengan rencana penelitian yang akan dilaksanakan o'eh :

Mama Peneliti : Incrayadi Gunardi, drg, Sp.PM
NPM : 130130180004
Program Studifinstitus’ : Doktor I'mu Kedckteran Faku tas Kedokteran Universitas Padjdiarzn

Juclul : ANALISIS POTENSIAL MEKANISIVE MOLEKULAR 1,25-(0H}2D3 TERHADAP
PROLIFERASI DAN APOPTOSIS SEL CAL27 KARSINONMA SEL SKUAMOSA ORAL
MELALUI JALUR PERSINYALAN P38ce MAPK, COX-2, CASPASE-1 DAN IL-18

2emb’mbing | / Peneliti lain : Dr. Irna Sufiawati, drg., Sp.PM (K1)
2embmbing |l / Peneliti lain : Hanng, dr., M.Kes., Al O., Ph.D
Pembimbing I/ Penelitl 1aln : Dr, Dewl Maraaeni Diah Herawatl, drg., M.SI.

Maka bersama in kami mengajukan permohonan perselujuan elik sebagai salah salu syara:
agar penelitian tesebut dapat dilaksanakan.

DOemikian, atgs perhatian dan kerjasama yarg baik, kami ucapkan terimz kasin.

- 8 e
TEProf. Dr. Meitz Dhamayanti, cr., Sp.A., Subsp TKPS., M.Kes.
IP. 1963051919871220C1
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Lampiran 3. Persetujuan Komisi Etik FK Universitas Padjadjaran

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS PADJADJARAN
KOMITE ETIK PENELITIAN

RESEARCH ETHICS COMMITTEE
JI. Prof. Eyckman No. 38 Bandung 40161
Telp. & Fax. 022-2036687 email: kep@unpad.ac.ic, website: kap unpad.acid

No. Reg.: 2301050051

PEMBEBASAN ETIK
ETHICAL EXEMPTION

Nomor: 204/UNE KEP/EC/2023

Komite Etik Penelilian Universilas Padjadjaran Bandung, dalam upaya melindungi hak asasi dan kesejehleraan
subjek penelitian serta menjamin bahwa peneltian yang menggunakan formulir surveilregistrasifsurveilens/
EpidemiologifHumaniora/Sosial Budaya/Bahan Biolegl Tersimpan/Sel Punca dan non Klinis lainnya berjalan
dengan mempernatikan implikasi etk, hukum, sosial dan ncn Klinis lainnya yang berlaku, telah mengkaji
dengan teliti preposal penelitian berjudul:

The Research Ethics Committee Universitas Padjadjaran Bandung, in order !o protect the rights and weifare of
the research subject, and fo guaranty that the research using survey questionnaire/registry/surveiliance/
epidemiology/humaniora/social-cuiturallarchived biofogical materiais/ster cefl/other non clinical materials, will
carmed ouf according to athical, fegal, social implicalions and cther applicable regulalions, has been tiroughly
reviewed the proposal enfified.

"ANALISIS POTENSIAL MEKANISME MOLEKULAR 1,25-(0H)2D3 TERHADAP PROLIFERASI DAN APOPTOSIS SEL
CAL27 KARSINOMA SEL SKUAMOSA ORAL MELALUI JALUR PERSINYALAN P33A MAPK, COX-Z, CASPASE-1 DAN

IL-1B8"
Nama Peneliti Utama 4 Indrayadi Gunardi
Principal Researcher
Pembimbing/Peneliti Lain : Dr.Drg. Ima Sufiawati, SpPM.
Supervisor!Other Researcher Hanna, dr.
Dr. Dewi Marhaeni Diah Herawati, drg., M.Si
Nama Institus/ : Program Pascasarjana
Institution Program Stud| Doktor

Fakullas Kedokleran Universitas Padjadjaran

proposal fersebul dapat dibebaskan pelaksanaannya.
hereby declare that the proposal is exempled.

Ditetapkan di  : Bandung
Issued in

Tanggal :13-02-2023
Dale

Nur Atik, dr, M.Kes., PrD
NIP. 19811010 200801 1 019

Keteranganinofes:
Persalujuen etikin) berlaku selama satu ahun sexak tanggal ditetapkan.
Ttus ethical desrance /s effaciive for ane yesr from the due date
Pada akhir p jan, leporan p P ian hans diserahkan ke Komite Ebk Perelitan,
In the end of the research, progress and final summary repert shoukd be submilted lo the R: h Ethics Committe
Jika ada perubahan aley gen protokol canfatey £ penelitian, hanus mengajukan kembali honan kajien etk
Iihere be any profocol modification or oeviation and/or extension of the study, the Prinoipal investigator 1s requirsd to resubmit the protocol for approval
Jika ada kejacian sarius yang tidak dingirkan (KTD) harus segera dilaporkan ka Komita Etk Panaltian
I thare are Sanaus Adverse Evants (SAE) should ba immadiaiely reparted ic the Research Ethics Committes
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Lampiran 4. Hasil viabilitas sel CAL27 dalam menentukan 1C50 dari cisplatin,

calcitriol dan kombinasi cisplatin-calcitriol

078 pg/ml. 156 pg/mL 3.2 pg/ml 625 pg/ml. 125 pg/mL 25 ug/mlL 50 pg/ml. 100 pg/mL

/ml, 781 pg/ml, 1563 ug/mL 3125 pg/ml. 635 L 125 pg/mlL 250 pg/mL 500 pg/ml

Calsitriol

Cisplatin+
Calsitriol

Perubahan histologik sel CAL27 setelah diberikan paparan cisplatin, calcitriol dan

kombinasi cisplatin-calcitriol dengan berbagai konsentrasi.
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Lampiran 5. Optimasi suhu PCR

Sebelum melakukan PCR terhadap marker yang dituju, dilakukan optimasi
suhu untuk PCR. Berdasarkan data sebelumnya, diketahui suhu 95°C. Gambar
dibawah menunjukkan grafik optimasi untuk marker p38a MAPK (kuning), COX-

2 (biru tua), Caspase-1 (merah muda), dan IL-1p (biru muda).
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Lampiran 6. Hasil mMRNA ekspresi p38a MAPK

p38a MAPK
Sampel dCT | ddCT 2"-DDCT Ave | SEM
MD1(1) 5.83 0 1.00 113 | 013
MD1(2) 5.49 -0.34 1.27
MD+C (1) 5.45 -0.38 1.30 126 | 004
MD+C (2) 5.54 -0.29 1.22
CIS D1(1) 4.89 -0.94 1.92 506 | 014
CIS D1(2) 4.69 -1.14 2.20
CIS D+C(1) 4.91 -0.92 1.89 185 | 004
CIS D+C(2) 4.97 -0.86 1.82
1/10 D1(1) 5.7 -0.13 1.09 125 | 016
1/10 D1(2) 5.33 -0.5 1.41
1/10 D+C(1) 571 -0.12 1.09 106 | 0.02
1/10 D+C(2) 5.77 -0.06 1.04
1/4 D1(1) 4.68 -1.15 2.22 172 | 050
1/4 D1(2) 5.55 -0.28 1.21
1/4 D+C(1) 5.02 -0.81 1.75 166 | 009
1/4 D+C(2) 5.18 -0.65 1.57
1/2 D1(1) 5.92 0.09 0.94 129 | 035
1/2 D1(2) 5.11 -0.72 1.65
1/2 D+C(1) 5.03 -0.8 1.74 157 | 017
1/2 D+C(2) 5.35 -0.48 1.39
1D1 (1) 5.52 -0.31 1.24 147 | 023
1D1 (2) 5.06 -0.77 1.71
1 D+C(1) 5.39 -0.44 1.36 171 | 036
1 D+C(2) 4.78 -1.05 2.07
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Lampiran 7. Hasil mRNA ekspresi COX-2

COX-2
Sampel dCT | ddCT | 2-DDCT | Ave | SEM
MD1(1) 916 | 0 1.00 135 | o35
MD1(2) 8.39 | -0.77 1.71
MD+C (1) | 9.37 | -0.57 1.48 155 | 007
MD+C(2) | 9.24| -0.7 1.62
CIS D1(1) 72 | -2.74 6.68 1055 | 387
CIS D1(2) 6.09 | -3.85 14.42
CISD+C(1) | 6.86 | -3.08 8.46 820 | 026
CISD+C(2) | 6.95 | -2.99 7.94
1/10D1(1) | 8.42 | -1.52 2.87 a5 | 1es
1/10 D1(2) 73 | -2.64 6.23
1/10D+C(1) | 9.68 | -0.26 1.20 396 | 206
1/10D+C(2) | 7.53 | -2.41 5.31
1/4 D1(1) 759 | -2.35 5.10 248 | 162
1/4 D1(2) 9.04 | -0.9 1.87
1/4D+C(1) | 9.28 | -0.66 1.58 161 | 003
1/4D+C(2) | 9.22 | -0.72 1.65
1/2 D1(1) 9.11 | -0.83 1.78 172 | 006
1/2 D1(2) 9.21 | -0.73 1.66
1/2D+C(1) | 7.14 | -258 6.96 sol | 1.96
1/2D+C(2) | 8.33 | -1.61 3.05
1D1 (1) 6.14 | -3.8 13.93 1536 | 143
1D1 (2) 5.87 | -4.07 16.80
1 D+C(1) 6.41 | -3.53 11.55 oog1 | 1198
1 D+C(2) 4.85 | -5.09 34.06
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Lampiran 8. Hasil mRNA ekspresi Caspase-1

Caspase-1
Sampel dCT ddCT 2"-DDCT Ave SEM
MD1(1) 5.66 -0.85 1.80 1.40 0.40
MD1(2) 6.51 0 1.00
MD+C (1) 5.84 -0.67 1.59 0.91 0.68
MD+C (2) 8.58 2.07 0.24
CIS D1(1) 6.16 -0.35 1.27 144 0.17
CISD1(2) 5.82 -0.69 1.61
CIS D+C(1) 4.33 -2.18 4.53 3.65 0.88
CIS D+C(2) 5.04 -1.47 2.77
1/10 D1(1) 5.48 -1.03 2.04 581 0.77
1/10 D1(2) 4.67 -1.84 3.58
1/10 D+C(1) 5.78 -0.73 1.66 0.88 0.78
1/10 D+C(2) 9.8 3.29 0.10
1/4 D1(1) 4.44 -2.07 4.20 584 136
1/4 D1(2) 5.94 -0.57 1.48
1/4 D+C(1) 5.79 -0.72 1.65 0.97 0.67
1/4 D+C(2) 8.26 1.75 0.30
1/2 D1(1) 5.58 -0.93 1.91 142 0.49
1/2 D1(2) 6.62 0.11 0.93
1/2 D+C(1) 4.73 -1.78 3.43 535 108
1/2 D+C(2) 6.17 -0.34 1.27
1D1 (1) 6.21 -0.3 1.23 599 176
1D1 (2) 4.26 -2.25 4.76
1 D+C(1) 5.83 -0.68 1.60 192 0.38
1 D+C(2) 6.76 0.25 0.84
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Lampiran 9. Hasil mRNA ekspresi IL-183

IL-1B
Sampel dCT ddCT 27-DDCT Ave | SEM
MD1(1) 3.56 0 1.00 Loa 0.0
MD1(2) 3.46 -0.1 1.07
MD+C (1) 5.05 1.49 0.36 031 0.05
MD-+C (2) 5.52 1.96 0.26
CIS D1(1) 2.27 -1.29 2.45 6.6 404
CIS D1(2) 0.11 -3.45 10.93
CIS D+C(1) 1.64 -1.92 3.78 157 078
CIS D+C(2) 1.14 -2.42 5.35
1/10 D1(1) 3.32 -0.24 1.18 47 0.29
1/10 D1(2) 2.74 -0.82 1.77
1/10 D+C(1) 5.08 1.52 0.35 030 0.0
1/10 D+C(2) 5.53 1.97 0.26
1/4 D1(1) 2.69 -0.87 1.83 200 017
1/4 D1(2) 2.44 -1.12 2.17
1/4 D+C(1) 6.66 3.1 0.12 013 0.0
1/4 D+C(2) 6.28 2.72 0.15
1/2 D1(1) 6.08 2.52 0.17 059 0.4
1/2 D1(2) 3.55 -0.01 1.01
1/2 D+C(1) 2.55 -1.01 2.01 L 78 0.3
1/2 D+C(2) 2.93 -0.63 1.55
1D1 (1) 1.01 -2.55 5.86 47 L1
1D1(2) 1.72 -1.84 3.58
1 D+C(1) 3.46 -0.1 1.07 0 45 138
1 D+C(2) 1.62 -1.94 3.84
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Lampiran 10. Hasil uji normalitas

Normality Tests

statistic P
p38a Shapiro-Wilk 0.946 0.218
COX-2 Shapiro-Wilk 0.720 0.453

Caspase-1 Shapiro-Wilk 0.893 0.016

IL-1B Shapiro-Wilk 0.762 <.001

Note. Additional results provided by moretests

Nilai p38a MAPKdan COX-2 memiliki distribusi normal (p>0.05). Caspase-1

dan IL-1p memiliki nilai distribusi tidak normal.

Lampiran 11. Hasil ANOVA untuk p38a MAPK

One-Way ANOVA (Welch's)

F dft  df2 p

p38 2.284 9 4.44 0.08

Pada uji ANOVA, nilai ekspresi mRNA p38 menunjukkan tidak ada perbedaan

bermakna antara tiap kelompok (p=0.08).
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Lampiran 12. Hasil ANOVA untuk COX-2

Tabel 2-2
ANOVA table
Source SS df MS F p-value
Treatment 968.19640 9 107.577377 4.70 .0051
Error 320.34727 14 22.881948
Total 1,288.54367 23

Uji Post hoc untuk COX-2

K- D-4 DC-1 D-2 D-3 D-1 DC-2 K+ DC-3
1.45 1.61 1.72 3.26 348 4.55 5.01 9.38 15.36

K-

D-4 | .9697

DC-1 | .9499 | .9828

D-2 | .6701 | .7364 | .7526

D-3 | 6319 | 7020 | .7179 | .9630

D-1 4671 | 5491 | 5632 | .7906 | .8265

DC-2 | 4052 | 4895 | .5028 | .7196 | .7543 | .9251

K+ 0345 | .0820 | .0858 | .1618 | 1768 | .2636 | .3097

DC-3 | .0047 | .0123 | .0128 | .0240 | .0263 | .0403 | .0482 | .1704

DC-4 | .0001 | .0006 | .0006 | .0011 | .0012 | .0019 | .0023 | .0059 | .1420

Lampiran 13. Hasil Kruskal Wallis untuk caspase-1 dan IL-1p.

Hasil Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis

2

X df P

Caspase-1 7.32 9 0.604

IL-1B 20.4 9 0.016
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Uji Mann-Whitney untuk IL-1B

Kelompok (p-value)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
1| 0.021* 0.064 0.24 0.064 0.064 0.643 0.064 0.064 0.1
2 0.064 0.064 0.064 0.064 0.064 0.064 1 0.355
3 0.121 0.121 0.121 0.121 0.439 0.121 1
4 0.121 0.121 1 0.121 0.121 0.121
5 0.121 0.121 0.439 0.121 1
6 0.121 0.121 0.121 0.121
7 0.121 0.121 0.121
8 0.121 1
9 0.439
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