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Ukuran Tumor serta Ekpresi PCNA
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Abstrak

Latar belakang: Karsinoma payudara terjadi melalui proses kompleks yang melibatkan mutasi serta
modifikasi epigenetik. Kontribusi Sirt1 pada modifikasi epigenetik terjadi melalui aktivitas deasetilasi
Sirt1 terhadap beberapa gen penekan maupun pemicu pertumbuhan karsinoma, sehingga transkripsi
gen-gen tersebut menjadi inaktif. Penelitian ini bertujuan membandingkan ekspresi Sirt1 pada
karsinoma payudara tikus yang diinduksi DMBA dengan kelenjar normal, serta melihat ada tidaknya
hubungan antara ekspresi Sirt1 dengan derajat histologis, ukuran tumor, dan ekspresi PCNA.
Metode: Sebanyak 30 ekor tikus Sprague dawley betina, dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu pakan,
kontrol vehicle (minyak jagung), dan karsinoma payudara (induksi DMBA). Analisis jaringan payudara
menggunakan teknik imunohistokimia untuk protein Sirt1 dan PCNA, serta pengecatan hematoksilin
eosin untuk derajat histologis.

Hasil: Ekspresi Sirt1 pada karsinoma payudara tikus lebih tinggi secara bermakna dibandingkan
ekspresinya di kelenjar payudara normal (26,12 vs 0,05; p=0,004). Ekspresi Sirt1 positif lebih banyak
dijumpai pada karsinoma payudara dengan derajat histologis buruk (56,2%), dan tidak dijumpai pada
karsinoma payudara dengan derajat histologis baik. Uji statistik menunjukkan hubungan yang sangat
bermakna antara ekspresi Sirt1 dengan ukuran tumor (textitp=0,009;r=0,877) dan ekspresi PCNA
(p=0,000; r=0,790).

Kesimpulan: Protein Sirt1 pada penelitian ini cenderung sebagai pemicu pertumbuhan karsinoma
payudara, dan ekspresi Sirt1 positif lebih banyak dijumpai pada karsinoma payudara dengan derajat
histologis buruk. Peningkatan ekspresi Sirt1 disertai dengan peningkatan ukuran tumor dan ekspresi
PCNA.

Katakunci
ekspresi Sirt1, karsinoma payudara tikus yang diinduksi DMBA, derajat histologis, ekspresi PCNA,
ukuran tumor.
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model eksperimental ini.

1. Pendahuluan

Sirt]l memiliki dua peran, yaitu sebagai pemicu (promo-
ter) sekaligus penekan (supresor) pertumbuhan karsino-
ma payudara. Berbagai studi mengenai ekspresi Sirtl
pada kanker, khususnya karsinoma payudara menun-
jukkan hasil yang kontroversial, dan di antara studi ter-
sebut belum ada yang mempelajari ekspresi Sirtl pada
karsinoma payudara tikus yang diinduksi Dimethylbenz
(a)anthracene (DMBA). Perbedaan ekspresi Sirt] pada
kelenjar payudara normal dengan karsinoma payudara
tikus yang diinduksi DMBA dapat memberikan ilustrasi
mengenai sisi yang lebih dominan teregulasi pada hewan

Hubungan antara ekspresi Sirtl dengan beberapa
faktor prognosis karsinoma payudara. 1> seperti derajat
histologis, ukuran tumor, serta ekspresi PCNA sebagai
marker proliferasi, perlu dilakukan untuk melihat eksp-
resi Sirt]l pada karsinoma payudara dengan karakteristik
derajat histologis, ukuran tumor, serta ekspresi PCNA
tertentu.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perban-
dingan ekspresi Sirtl pada karsinoma payudara tikus
Sprague dawley yang diinduksi DMBA, dengan kelenjar
payudara normal, serta ada tidaknya hubungan antara
ekspresi Sirt]l dengan derajat histologis, ukuran tumor,
dan ekspresi PCNA.
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2. Metode Penelitian

Sebanyak 30 ekor tikus Sprague dawley betina, berusia
30 hari, terbagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok
pakan, pakan dan minyak jagung (kontrol pelarut), dan
kelompok yang diinduksi karsinogen DMBA. Variabel
yang diteliti adalah ekspresi Sirtl, derajat histologis,
ukuran tumor, dan ekspresi PCNA. Ekspresi Sirtl, dera-
jat histologis, dan ekspresi PCNA, dianalisis setelah ma-
sa observasi selama 10 minggu, terhitung sejak induksi
DMBA yang terakhir, dengan 20 mg/KgBB karsinogen
DMBA dalam 0,5 ml minyak jagung; 2 kali seminggu,
selama 5 minggu.® Keberadaan nodul tumor serta uku-
rannya diobservasi setiap minggu dengan palpasi dan
alat ukur kaliper geser.

Metode imunohistokimia (IHC) untuk Sirt1 dan PC-
NA dilakukan menggunakan sistem deteksi Trekki Uni-
versal Link, pada preparat setebal (4-um), dari jaringan
payudara dan karsinoma payudara, yang difiksasi de-
ngan formalin, dan diembedding dalam parafin. Perok-
sidase endogen diatasi dengan inkubasi 0,3% hydrogen
peroxide selama 15 menit, suhu kamar. Preparat diren-
dam dalam larutan buffer sitrat selama 25 menit, suhu
tinggi, untuk mendapatkan antigen, diikuti dengan inku-
basi antibodi primer, antibodi monoklonal Sirtl 1:400
(abcam110304) semalam, dan antibodi poliklonal PCNA
1:1000 (bioscience8120365) selama 10 menit. Jaringan
dikategorikan sebagai Sirtl-positif jika lebih dari 30%
sel menunjukkan Sirt1 imunopositif intranuklear. *

Penilaian derajat histologis dilakukan pada preparat
dengan pengecatan hematoksilin eosin. Derajat histolo-
gis dari masing-masing preparat diperoleh berdasarkan
penilaian formasi tubulus, pleomorfisme nuklear, dan
hitung mitosis, menurut sistem klasifikasi Elston-Ellis
modifikasi Bloom Richardson, setiap parameter diberi
skor 1 hingga 3 poin.> Derajat histologis diperoleh da-
ri penambahan skor, dengan ketentuan sebagai berikut:
3-5, derajat 1 (baik); 6-7, derajat 2 (sedang); and 8-9,
derajat 3 (buruk). Gambaran mitosis diamati menggu-
nakan teknik THC untuk PCNA.

Perbandingan ekspresi Sirtl pada ketiga kelompok
dianalisis dengan uji statistik one way ANOVA. Perbeda-
an ekspresi Sirtl berdasarkan histologisnya (normal dan
karsinoma) dianalisis dengan uji T. Hubungan antara
ekspresi Sirtl (cut off point 30%) dengan derajat histolo-
gis dianalisis dengan uji korelasi Spearman, sementara
uji korelasi Pearson untuk menganalisis hubungan anta-
ra ekspresi Sirtl dengan ukuran tumor maupun ekspresi
PCNA.

3. Hasil Penelitian

Insidensi karsinoma payudara pada kelompok tikus yang
diinduksi DMBA sebesar 60%, atau sebanyak 6 ekor
tikus yang dianalisa lebih lanjut, sementara 4 ekor tikus
tanpa pertumbuhan nodul maupun gambaran mikrosko-
pis karsinoma, dieksklusi dari penelitian ini. Pertum-
buhan nodul maupun gambaran mikroskopis karsinoma
tidak ditemukan pada kelompok 1 dan 2.

Gambar 1. Gambaran histologis payudara tikus Sprague
dawley pada 3 kelompok penelitian (HE, 400x). A. Kelenjar
payudara normal tikus kelompok 1; dan B. kelompok 2.
Duktus kelenjar payudara dengan lapisan epithel kuboid
simpleks (tanda panah); C. Karsinoma duktal dengan
proliferasi sel yang pleomorfik (tanda panah) pada tikus
kelompok 3.

Karakteristik karsinoma payudara pada tikus Spra-
gue dawley yang diinduksi DMBA menunjukkan masa
latensi dengan rerata 6,4 minggu, dan jumlah nodul se-
banyak 1 hingga 2 per tikus. Ukuran nodul bervariasi
dari volume terkecil 60 mm? hingga terbesar 18.790
mm? (Tabel 1). Penentuan histologis kelenjar payuda-
ra dengan pengecatan hematoksilin eosin menunjukkan
gambaran histologis kelenjar yang normal pada kelom-
pok 1 dan 2; serta karsinoma duktal pada tikus kelompok
3 (Gambar 1).

Hasil statistik pada tabel 2 menunjukkan perbeda-
an ekspresi Sirt]l yang bermakna (p=0,000) pada ketiga
kelompok penelitian, dan ekspresi Sirt] pada kelompok
3 berbeda dengan dua kelompok lainnya, yaitu kelom-
pok 1 dan 2 (X 29,01 vs 0,04; 0,05). Perbandingan
ekspresi Sirtl berdasarkan histologisnya, antara kelen-
jar payudara normal dengan karsinoma payudara tikus
menunjukkan perbedaan ekspresi Sirtl yang bermak-
na (X 0,05 vs 26,12; p =0,004). Analisis hubungan
antara ekspresi Sirt] (Gambar 2) dengan derajat histo-
logis menunjukkan bahwa karsinoma payudara dengan
ekspresi Sirtl positif lebih banyak dijumpai pada kar-
sinoma payudara dengan derajat histologis buruk, dan
tidak dijumpai pada karsinoma payudara dengan derajat
histologis baik (Tabel 3). Namun demikian, perhitung-
an analisis statistik mengenai hubungan antara ekspresi
Sirtl, baik positif maupun negatif, dengan derajat his-
tologis tidak menunjukkan korelasi yang bermakna (p
=0,097; r = 0,285).

Uji statistik Pearson menunjukkan hubungan positif
yang bermakna antara ekspresi Sirt] dengan ukuran tu-
mor (p=0,009; r=0,877); dan ekspresi PCNA (p =0,000;
r =0,790).
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Tikus

Jumlah Nodul Latensi (Minggu ke-)
(%)
6
2 1 7
3 1 6
4 1 6
5 1 6
6 1 10

Tabel 1. Karakteristik karsinoma payudara tikus Sprague dawley yang diinduksi DMBA
Karakteristik karsinoma payudara

Ukuran (mm3  Tipe histologis

(%) (%)
18.790 Karsinoma
1.200 Karsinoma
210 Karsinoma
1.060 Karsinoma
1.550 Karsinoma
1.980 Karsinoma
60 Karsinoma

Tabel 2. Perbandingan ekspresi Sirtl dan histologis kelenjar payudara pada ketiga kelompok penelitian

Tikus Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3

Ekspresi Sirt1(%) Histologis) Ekspresi Sirt1(%) Histologis) Ekspresi Sirt1(%) Histologis)
1 0.00 Normal 0.00 Normal 36.185 Karsinoma
2 0.00 Normal 0.03 Normal 24.93 Karsinoma
3 0.16 Normal 0.05 Normal 25.75 Karsinoma
4 0.10 Normal 0.19 Normal 27.90 Karsinoma
5 0.00 Normal 0.08 Normal 32.71 Karsinoma
6 0.02 Normal 0.00 Normal 9,27 Karsinoma

Tabel 3. Korelasi antara ekspresi Sirt] dengan derajat histologis pada karsinoma payudara tikus Sprague dawley yang diinduksi

DMBA
Ekspresi Sirtl Derajat Histologis Total
1 2 3

Positif 0 7 9 16
(>30%) 0%)  (43,7%) (56,3%)

Negatif 2 11 6 19
(<30%) (10,5%) (57,9%) (31,6%)

Total 2 18 15 35

p 0,097; 10,285
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Gambar 2. Ekspresi Sirt] pada karsinoma payudara tikus
Sprague dawley yang diinduksi DMBA (400x). A. Ekspresi
Sirt] negatif; B. Ekspresi Sirtl positif
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4. Pembahasan

Ekspresi Sirt]l pada karsinoma payudara dapat membe-
rikan gambaran mengenai peran Sirtl dalam karsinoge-
nesis karsinoma payudara. Penelitian ini menunjukkan
bahwa ekspresi Sirtl pada karsinoma payudara tikus
jauh lebih tinggi dari ekspresinya di kelenjar payudara
normal (26,12 vs 0,05; p =0,004). Hal tersebut me-
nunjukkan peran Sirt] pada karsinoma payudara hewan
model eksperimental ini adalah sebagai pemicu (pro-
moter) pertumbuhan kanker. Fakta ini diperkuat oleh
adanya korelasi positif yang bermakna antara ukuran
nodul serta marker proliferasi PCNA dengan ekspresi

Gambar 3. Ekspresi PCNA pada karsinoma payudara tikus
Sprague dawley yang diinduksi DMBA (400x). A. Ekspresi
PCNA diperoleh dengan menghitung perbandingan jumlah sel
imunopositif PCNA (tanda panah) dengan jumlah sel total per
lapang pandang. B. Kontrol negatif

Sirtl, dimana pertambahan variabel ukuran nodul dan
ekspresi PCNA berbanding lurus dengan pertambahan
ekspresi Sirtl (p=0,009; p=0,000).

Lebih tingginya ekspresi Sirtl pada jaringan kan-
ker dibandingkan jaringan normal juga telah dibuktikan
oleh beberapa penelitian sebelumnya, baik pada karsi-
noma payudara, maupun jenis kanker yang lain seperti
kanker prostat dan kolon.®® Mekanisme Sirtl dalam
memicu pertumbuhan karsinoma payudara dapat dije-
laskan melalui reaksi deasetilasi Sirt] terhadap berbagai
target substrat yang merupakan protein pro-apoptosis,
diantaranya p53, E2F1, Foxo, RB, dan Ku70.
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Deasetilasi p53 oleh Sirt] mampu mencegah apop-
tosis sel yang disebabkan oleh stress dan kerusakan
DNA. %10 Target subtrat lain, E2F1, merupakan faktor
transkripsi yang berperan dalam regulasi siklus sel sela-
ma fase transisi GO/G1-S, serta pada proses apoptosis sel
(p53-dependent), sehingga deasetilasi E2F1 oleh Sirtl
dapat menghambat apoptosis serta diferensiasi sel.!!
Aktivitas deasetilasi Sirtl terhadap Foxo, menyebabkan
inaktivasi faktor transkripsi yang berperan dalam regu-
lasi pertumbuhan sel dan proliferasi tersebut. 12 13

Peran Sirt] dalam mendeasetilasi RB dapat memicu
progresi siklus sel. RB (Retinoblastoma) berinteraksi
dengan faktor transkripsi E2F dalam regulasi siklus sel.
RB menjadi aktif jika dalam keadaan hipofosforilasi dan
terasetilasi. Dengan demikian aktivitas deasetilasi Sirtl
menyebabkan inaktivasi RB, sehingga faktor transkripsi
E2F menjadi aktif dalam proses transkripsi gen-gen fase
S, dan siklus sel terus berlanjut. 14

Penelitian oleh Jeong et al., membuktikan bahwa
Sirt] mampu meregulasi aktivitas reparasi DNA. Ke-
rusakan DNA akibat proses radiasi, akan memicu ter-
jadinya apoptosis sel (Bax-mediated). Namun dengan
kemampuan Sirt] dalam membentuk kompleks dan men-
deasetilasi protein Ku70, maka terjadi peningkatan repa-
rasi DNA serta cell survival."

Protein pro-apoptosis diatas hanya sebagian dari tar-
get subtrat yang menjadi inaktif akibat proses deasetilasi
oleh protein Sirtl. Hal tersebut menjelaskan peran Sirtl
dalam karsinogenesis karsinoma payudara , yaitu se-
bagai pemicu pertumbuhan karsinoma yang ditandai
dengan peningkatan ekspresinya dijaringan karsinoma
payudara dibandingkan kelenjar normal. Ekspresi Sirtl
juga dipengaruhi oleh beberapa faktor yang berperan
dalam regulasinya. Faktor tersebut merupakan beberapa
protein yang mampu memodulasi ekspresi dan fungsi
Sirtl, seperti E2F1, c-MYC, HIC1, dan Foxo 3a pada
level transkripsi '%!7 HuR pada level post-transkripsi, '8
dan DBCI1 pada level post-translasi. %2

Regulasi ekspresi Sirt] pada level transkripsi dipe-
rankan oleh beberapa protein, seperti E2F1, c-MYC,
HIC1, dan Foxo 3a. Protein E2F1 dan c-MYC dapat
berikatan dengan promoter Sirt] dan menginduksi eksp-
resi gen Sirtl. Pada proses transformasi onkogenik,
seringkali terjadi deregulasi dan overekspresi E2F1 dan
c-MYC, akibatnya terjadi peningkatan ekspresi Sirtl,
seperti yang tampak pada penelitian ini dan beberapa ja-
ringan kanker. ! Sementara itu, Foxo 3a mampu mengin-
duksi peningkatan kadar mRNA Sirt] dan kadar protein
Sirt] hingga 4 kali lipat. Delesi Foxo 3a menyebabkan
penurunan kadar Sirt1.!7

Lain halnya dengan HIC1 (Hypermethylated in Can-
cer 1), adanya kerusakan DNA akan memicu interak-
si antara HIC1 dengan promoter Sirz/. Interaksi ini
menghambat transkripsi Sirt/, akibatnya p53 menja-
di terasetilasi dan stabil, untuk kemudian menginduksi
proses apoptosis. '° Silencing HIC1 karena modifikasi
epigenetik (hipermetilasi), menyebabkan terjadinya up-
regulation ekspresi Sirtl dan deasetilasi pS3. Sehingga
adanya kerusakan DNA tidak disertai dengan kematian

sel, melainkan Sirtl dalam hal ini memicu survival sel
dan meningkatkan resiko transformasi.

Regulasi ekspresi Sirtl pada level post-transkripsi,
dipengaruhi oleh HuR, protein pengikat mRNA Sirtl1,
yang berfungsi menstabilkan transkrip sehingga ekspre-
si protein Sirt] meningkat. '® Pada kondisi stres oksida-
tif, HuR terfosforilasi oleh CHK2, sehingga ikatannya
dengan Sirt] mengalami disosiasi, diikuti dengan degra-
dasi mRNA Sirtl dan penurunan ekspresinya. Regulasi
ekspresi Sirtl pada level post-translasi antara lain dipe-
ngaruhi oleh protein DBC1 (Deleted in Breast Cancer-
1). Interaksinya dengan katalitik domain dari protein
Sirt] mampu menghambat aktivitas deasetilasi protein
ini. 19;20

Analisis hubungan antara ekspresi Sirtl dengan dera-
jat histologis menunjukkan bahwa karsinoma payudara
dengan ekspresi Sirt1 positif lebih banyak dijumpai pada
jaringan karsinoma payudara dengan derajat histologis
buruk, dan tidak dijumpai pada karsinoma payudara
dengan derajat histologis baik. Namun demikian, perhi-
tungan analisis statistik mengenai hubungan antara eksp-
resi Sirtl, baik positif maupun negatif, dengan derajat
histologis tidak menunjukkan korelasi yang bermakna
(» =0,097; r =0,285). Tidak bermaknanya hubungan ini
secara statistik, mungkin disebabkan oleh jumlah sam-
pel yang sedikit (35 slide preparat dari 6 tikus), serta
distribusi kasus yang tidak merata (2 slide derajat 1; 18
slide derajat 2; dan 15 slide derajat 3).

Peningkatan ekspresi Sirt] akan meningkatkan ak-
tivitas deasetilasi Sirtl terhadap beberapa protein pro
apoptosis, seperti E2F1, RB, p53, dan Foxo. Hal ini
menyebabkan pertumbuhan karsinoma payudara yang
semakin progresif, ditandai dengan berkurangnya jum-
lah struktur tubulus dengan luminal yang jelas (formasi
tubulus), akibat desakan sel-sel karsinoma yang terus
berproliferasi, serta tingginya parameter aktivitas mito-
sis pada penilaian derajat histologis.

Korelasi positif ditemukan antara ekspresi Sirtl de-
ngan ukuran tumor, dan ekspresi PCNA. Aktivitas de-
asetilasi Sirt1 terhadap berbagai protein pro apoptosis,
seperti dikemukakan di atas, diduga menjadi penyebab
hiperaktivasi sinyal proliferatif, ditandai dengan pening-
katan ekspresi PCNA dan ukuran tumor seiring dengan
peningkatan ekspresi Sirtl pada hewan model eksperi-
mental ini.

5. Kesimpulan dan Saran

Kesimpulan dari penelitian ini, yaitu Sirt] berperan se-
bagai pemicu pertumbuhan karsinoma, ditandai dengan
lebih tingginya ekspresi Sirtl di jaringan kanker payu-
dara daripada jaringan kelenjar payudara normal tikus.
Hal ini didukung oleh peningkatan ukuran tumor, dan
ekspresi PCNA seiring dengan peningkatan ekspresi
Sirtl. Namun demikian, perlu dilakukan konfirmasi le-
bih lanjut dengan melihat ekspresi target substrat yang
terdeasetilasi serta protein regulator Sirt] pada jaringan
tersebut.
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