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Abstrak

Tujuan: Untuk menganalisis ekspresi protein c-Fos pada cell line kanker payudara. Metode:
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental murni menggunakan metode imunositofluoresens
untuk melihat jumlah intensitas ekspresi protein c-Fos dengan sampel penelitian adalah cell line MCF-
7 mewakili kanker payudara subtipe luminal A, cell line SKBR3 mewakili kanker payudara subtipe
HER2+, dan cell line HaCat mewakili sel normal. Ekspresi protein c-Fos diinduksi dengan EGF 50 ng/mL,
ATP 100uM dan gabungan ATP+EGF selama 45 menit. Perhitungan intensitas protein c-Fos
menggunakan aplikasi imagel. Hasil penelitian ekspresi c-Fos dianalisis menggunakan uji oneway
anova apabila p<0.05 dianggap berbeda secara signifikan. Hasil: Ekspresi protein c-Fos pada cell line
yang diberi perlakuan ATP dan EGF meningkat dibandingkan kontrol. Peningkatan intensitas protein
c-Fos terdapat pada ketiga jenis cell line. Tidak terdapat perbedaan bermakna pada ketiga jenis sel
berdasarkan jenis induksi (p>0,05). Kesimpulan: Pemberian ATP, EGF dan kombinasi ATP+EGF
meningkatkan intensitas protein c-Fos pada cell line kanker payudara tipe MCF-7 dan SKBR3.

Kata kunci: ATP; EGF; Protein c-Fos; Intensitas

Abstract

Aims: This study aims to analyze c-Fos protein expression in breast cancer cell lines. Methods: This
research is an experimental study using the immunocytofluorescence method to see the intensity of c-
Fos protein expression. The samples being the MCF-7 cell line representing luminal A subtype breast
cancer, the SKBR3 cell line representing HER2+ subtype breast cancer, and the HaCat cell line
representing normal cells. derived from human keratinocytes. c-Fos protein expression was induced
with 50 ng/mL EGF, 100uM ATP and combined ATP+EGF for 45 minutes. Calculation of c-Fos protein
intensity using the imageJ application. The results of the c-Fos expression were analyzed using the one-
way ANOVA test and posthoc analysis, if p <0.05 was considered to be significantly different. Results:
c-Fos protein expression in cell lines treated with ATP and EGF increased compared to control. The
increase in c-Fos protein intensity was found in all three types of cell lines. There were no significant
differences in the three cell types based on the type of induction (p>0.05). Conclusion: Administration
of ATP, EGF and the combination of ATP+EGF increased the intensity of c-Fos protein in the MCF-7,
SKBR3 and HaCaT (keratinocyte) cell lines.
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PENDAHULUAN

Kanker  payudara  merupakan
kanker vyang paling sering mengenai
perempuan dan menjadi penyebab
kematian terbanyak akibat kanker. Angka
kejadian kanker payudara bervariasi secara
global dimana terjadi peningkatan insiden
di negara berkembang tetapi cenderung
menurun di negara maju.! Menurut World
Health Organization (WHO) pada tahun
2020, sebanyak 2,1 juta perempuan telah
didiagnosis menderita kanker payudara
setiap tahun.?

Data dari Global Cancer
Observatory (GCO) 2020 tercatat bahwa
kanker payudara menempati posisi
pertama dengan jumlah kasus yaitu 2,2
juta kasus dan menempati urutan kelima
terbanyak angka kematian yaitu sebanyak
684 ribu kasus.? Jumlah kanker payudara di
Indonesia juga menempati posisi pertama
dengan penambahan jumlah kasus baru
yaitu 65 ribu kasus dan menempati angka
kematian terbanyak kedua yaitu sebanyak
22 ribu kasus setelah kanker paru.*
Peningkatan risiko perkembangan kanker
payudara pada perempuan telah dikaitkan
dengan wusia, mutasi gen BRCAl dan
BRCA2, riwayat keluarga, paparan sinar
radiasi di dada, reproduksi, estrogen
endogen, hormonal terapi, obesitas dan
konsumsi alkohol.?

Kanker payudara diklasifikasikan
menjadi empat subtipe utama; luminal A,
luminal B, HER2, dan basal sesuai dengan
ekspresi reseptor hormon. Penelitian
Arnetha, et al. (2020) memaparkan bahwa
prevalensi kanker payudara berdasarkan
subtipe molekularnya vyaitu luminal A
(46%), luminal B (12.7%), HER2 (27%), dan
triple negative (14.3%). Penelitian tersebut
didapatkan bahwa tipe terbanyak adalah
luminal A.® Setiap subtipe kanker payudara
ini  memiliki prognosis dan respon

pengobatan yang berbeda.? Luminal A
memiliki angka kekambuhan yang rendah,
dan merespon dengan baik terhadap
terapi hormon atau endokrin. Luminal B
memiliki angka kekambuhan yang tinggi
dan kurang responsif terhadap terapi
hormon atau endokrin, namun subtipe

luminal A  dilaporkan mengalami
kekambuhan penyakit setelah diobati
dengan tamoxifen sekitar 30% pasien.’
Reseptor HER2 merupakan target dari
terapi trastuzumab, namun demikian
subtipe basal tidak memiliki target terapi
yang dikenali, sehingga subtipe tersebut
lebih sulit diobati dan sering kali memiliki
prognosis yang buruk.?

Berdasarkan prognosis tersebut
diperlukan suatu agen vyang dapat
mempengaruhi proliferasi dan apoptosis
dari sel kanker untuk keperluan terapi.
Penelitian sebelumnya mengenai peran
gen terhadap sel kanker didapatkan suatu
agen pro-apoptosis yang terdapat didalam
sel yang dikenal dengan c-Fos. Protein c-
Fos merupakan proto-onkogen anggota
dari keluarga Fos, berperan sebagai
aktivator transkripsi, berikatan dengan c-
Jun membentuk komplek AP-1.2 Fungsi
fisiologis dari protein c-Fos adalah
tranduksi sinyal, proliferasi dan
differensiasi sel pada jaringan normal.
Penelitian lainnya juga terdapat hasil yang
berbeda mengenai peran c-Fos pada
beberapa keganasan yakni sebagai fungsi
penekan tumor dan proapoptosis, namun
penelitian mengenai c-Fos pada keganasan
pada payudara masih sangat sedikit.’

Pada kondisi sel yang normal,
jumlah protein c-Fos pada sel sangat
rendah sehingga pada jalur upstream
dibutuhkan EGF atau ATP  untuk
menginduksi ekspresi protein c-Fos agar
bisa  berfungsi secara  maksimal.°
Beberapa penelitian yang terbaru telah
mengangkat gagasan bahwa c-Fos
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mungkin juga memiliki aktivitas penekan
tumor dan mungkin memiliki fungsi dalam
apoptosis.’ Over ekspresi c-Fos ditemukan
menghambat perkembangan siklus sel,
merangsang kematian sel hepatosit
murine dan sangat menekan pembentukan
tumor secara in vivo.!!

Penelitian Mikula, et al. (2003)
menyatakan bahwa aktivitas penekan
tumor dari c-Fos bisa menjadi fungsi pro-
apoptosis, yang mungkin memberikan
peningkatan  kemoresistensi  terhadap
terapi dengan kadar protein c-Fos yang
rendah. Induksi c-Fos menyebabkan
apoptosis pada hepatosit murine yang
secara kondisional mengekspresikan c-
Fos.'! Berdasarkan penelitian Jin, et al
(2007) bahwa hilangnya ekspresi c-Fos
berkorelasi dengan stadium yang lebih
lanjut, metastasis kelenjar getah bening,
invasi limfatik dan kelangsungan hidup
yang lebih pendek, menunjukkan bahwa
hilangnya ekspresi c-Fos dalam sel kanker
lambung ini dikaitkan dengan prognosis
buruk.!?

Sebuah penelitian melaporkan
bahwa c-Fos diekspresikan dalam MCF-7
yang mewakili subtipe luminal A.
Pertumbuhan sel kanker payudara positif
estrogen receptor (ER) secara efektif
dihambat oleh Tam67 tetapi sel kanker
payudara ER negative tidak bisa dihambat
dan sel jenis ini  juga tidak
mengekspresikan c-Fos.B? dan
dihipotesiskan bahwa tidak adanya
ekspresi c-Fos pada sel SKBR3 terkait
dengan tipe cell line ER negatif.'3 Penelitian
sebelumnya pada sel HaCat (keratinosit
normal) memperlihatkan bahwa sel ini
tidak mengekspresikan gen c-Fos. Sel
HaCat yang digunakan dalam penelitian ini
bertujuan untuk melihat efek sistemik dari
pemberian iodium radioaktif terhadap
organ tubuh manusia selain sel payudara.?

Merujuk dari keseluruhan latar belakang di
atas, insidensi kanker payudara masih
sangat tinggi terjadi baik di dunia maupun
di Indonesia yang disertai dengan cukup
besarnya angka kasus kanker payudara
yang tidak respon dengan terapi yang ada,
serta adanya ekspresi protein c-Fos pada
beberapa tipe sel kanker payudara yang
ikut berperan pada proses kematian sel,
maka peneliti tertarik untuk meneliti
ekspresi protein c-Fos pada cell line kanker
payudara sel MCF-7 dan SKBR3 (mewakili
subtipe cell line yaitu luminal A dan HER2),
dan sel HaCat sebagai sel kontrol
menggunakan ATP (Adenosina trifosfat)
dan EGF (Epidermal Growth Factor) untuk
menginduksi protein c-Fos.

METODE
Penelitian ini menggunakan
metode eksperimental dengan

pendekatan kuantitatif. Penelitian ini
merupakan bagian dari penelitian induk
mengenai hubungan ekspresi c-Fos
terhadap survival rate cell line kanker
payudara MCF-7 yang mempresentasikan
tipe luminal A, SKBR3 yang
mempresentasikan tipe HER2+, dan sel
HaCat yang mempresentasikan sel keratin
normal.

Jumlah sampel dari tiap kelompok
perlakuan dihitung dengan menggunakan
rumus  Federer. Dari  perhitungan
didapatkan jumlah sampel adalah 3 untuk
setiap perlakuan induksi ATP 100uM, EGF
50ng/ml dan kombinasi keduanya dengan
durasi induksi 45 menit.

Prosedur pada penelitian ini yaitu
melakukan kultur cell line, pemberian ATP,
EGF dan kombinasi ATP+EGF, pewarnaan
imunositofluoresens dan penghitungan
imunositofluoresens. Ekspresi protein c-
Fos pada sel dinilai secara
imunositofluoresens menggunakan
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mikroskop ~ immunofluoresensi  pada
panjang gelombang 450 nm. Penghitungan
intensitas ekspresi protein c-Fos dinilai dari
rerata 3 lapangan pandang pada
perbesaran 200x, kemudian dihitung
menggunakan aplikasi image J.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Intensitas ekspresi c-Fos dengan
berbagai dosis induksi terhadap cell line
MCF-7 secara in vitro, didapatkan hasil
ekspresi C-Fos meningkat setelah diberikan
induksi ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF
seperti pada gambar 1.
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Gambar 1. Diagram intensitas ekspresi protein c-Fos cell line MCF-7 setelah diberi
perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF.

Untuk  mengetahui  hubungan
antara masing-masing perlakuan dalam
mempengaruhi intensitas ekspresi c-Fos
dengan uji oneway anova yang sebelumnya
sudah dilakukan uji normalitas dengan data

terdistribusi normal, didapatkan hasil
bahwa tidak terdapatnya perbedaan
bermakna antara intensitas ekspresi c-Fos
pada semua kelompok dosis dengan nilai p
adalah 0.480 ( p > 0.05) (Tabel 1).

Tabel 1. Pengaruh jenis perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF terhadap intensitas

ekspresic-Fos cell line MCF-7

Mean Rank SD Nilai p
ATP 101.251 15.892 0,48(>0,05)
EGF 123.290 24.110
ATP+EGF 121.132 22.575

Dari hasil penelitian tampak bahwa
cell line MCF-7 yang diberi perlakuan EGF
dengan dosis 50 ng/mL memiliki intensitas
ekspresi c-Fos yang tertinggi, sedangkan
intensitas ekspresi c-Fos yang terendah
dimiliki oleh cell line MCF-7 yang kontrol

(tanpa perlakuan). Hal ini sesuai dengan
jalur/pathway  aktivasi c-Fos vyaitu
pembentukan c-Fos diperlukan stimulus
EGF dengan ligan ERK yang bisa
menghasilkan downstream gen c-Fos,
kemudian tranksripsi menjadi c-Fos mRNA
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lalu menjadi protein c-Fos. Protein inilah
yang nanti akan berikatan dengan enzim
koaktivator.l® Hasil penelitian yang
didapatkan pada penelitian ini juga sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh
Wagstaff (2000) et.al vyaitu terdapat
pengaruh pemberian ATP dan EGF yang
dapat meningkatkan ekspresi protein c-Fos
pada cell line MCF-7.%* Penelitian lain yang
dilakukan oleh Elda (2016) et.al juga
memberikan hasil bahwa induksi ATP juga
bisa meningkatkan ekspresi c-Fos pada sel
tulang.*® Pada penelitian yang dilakukan
oleh Elliyanti (2016) et.al yaitu terdapat

pengaruh pemberian EGF yang dapat
meningkatkan ekspresi protein cFos pada
cell line MCF-7 dengan induksi ATP.8>*
Intensitas Ekspresi Protein c-Fos pada Cell
Line SKBR3

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan terkait ekspresi c-Fos berbagai
dosis induksi ATP 100uM, EGF 50 ng/mlL,
dan gabungan ATP+EGF terhadap cell line
SKBR3 secara in vitro, didapatkan hasil
ekspresi c-Fos meningkat setelah diberikan
induksi ATP , EGF dan gabungan ATP+EGF
seperti pada gambar 2.
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Gambar 2. Diagram intensitas ekspresi protein c-Fos cell line SKBR3 setelah diberiperlakuan
ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF

Untuk  mengetahui  hubungan
antara masing-masing perlakuan dalam
mempengaruhi intensitas ekspresi c-Fos
dengan uji oneway anova yang sebelumnya
sudah dilakukan uji normalitas dengan data

terdistribusi normal, didapatkan hasil
bahwa tidak terdapatnya perbedaan
bermakna antara intensitas ekspresi c-Fos
pada semua kelompok dosis dengan nilai p
adalah 0.445 ( p > 0.05) (Tabel 2).

Tabel 2. Pengaruh jenis perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF terhadap intensitas ekspresic-

Fos cell line SKBR3
Mean Rank SD Nilai p
ATP 83.431 5.575 0,445(>0,05)
EGF 90.364 13.658
ATP+EGF 92.912 3.918
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Dari hasil penelitian tampak bahwa
cell line yang diberi perlakuan kombinasi
ATP+EGF memiliki intensitas ekspresi c-Fos
yang tertinggi, sedangkan intensitas
ekspresi c-Fos yang terendah dimiliki oleh
cell line SKBR3 vyang kontrol (tanpa
perlakuan). Hal ini sesuai dengan subtype
sel ini yang memiliki reseptor HER2+,
dimana sel ini tidak membutuhkan ligan
untuk berproliferasi, sehingga saat sel ini
berekspresi juga langsung aktif. Sel SKBR3
merupakan sel dengan proliferasi yang
cepat, sehingga butuh c-Fos yang tinggi
untuk proliferasi karena merupakan
protein intranukleus. Jadi saat sel ini
diinduksi dengan ATP, EGF ataupun
kombinasi ATP+EGF, mengalami
peningkatan pada jumlah intensitas
ekspresi protein c-Fos. Hasil penelitian ini
didukung dengan penelitian sebelumnya
oleh Garcia (2000) et.al yaitu tentang efek
pemberian estradiol pada ekspresi c-Fos

http://jurnalmka.fk.unand.ac.id

dan c-Jun dalam sel lemak dari tikus yang
diovariektomi yaitu estradiol menghasilkan
peningkatan cepat c-Fos dan c-Jun mRNA
dan kadar protein (sekitar 2 kali lipat).>®
Penelitian lain oleh Partridge (1996) et.al
.menyebutkan bahwa hormon paratiroid
menginduksi aktivitas c-fos dalam sel
osteoblastik melalui fosforilasi protein
pengikat CAMP response element (CRE)
dengan mengikat ke CRE utama.>®

Intensitas Ekspresi Protein c-Fos pada Cell
Line HaCat

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan terkait ekspresi c-Fos berbagai
dosis induksi ATP 100uM, EGF 50 ng/mlL,
dan gabungan ATP+EGF terhadap cell line
HaCat secara in vitro, didapatkan hasil
ekspresi c-Fos meningkat setelah diberikan
induksi ATP , EGF dan gabungan ATP+EGF
seperti pada gambar 3.

45 menit

120000 7
100000
40000
20000 | I
Kantral ATP

Jenis Perlakuan

EGF ATPHEGF

Gambar 3. Diagram intensitas ekspresi protein c-Fos cell line HaCat setelah diberiperlakuan
ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF

Untuk  mengetahui  hubungan
antara masing-masing perlakuan dalam
mempengaruhi intensitas ekspresi c-Fos
dengan uji oneway anova yang sebelumnya

sudah dilakukan uji normalitas dengan data
terdistribusi normal, didapatkan hasil
bahwa tidak terdapatnya perbedaan
bermakna antara intensitas ekspresi c-Fos
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pada semua kelompok dosis dengan nilai p
adalah 0.773 ( p > 0.05) (Tabel 3).

Tabel 3. Pengaruh jenis perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF terhadap intensitas ekspresic-

Fos cell line HaCat

Mean Rank SD Nilai p
ATP 90.758 27.975 0,773(>0,05)
EGF 78.468 14.140
ATP+EGF 85.082 16.903

Dari hasil penelitian tampak bahwa
cell line HaCat pada masa inkubasi 45 menit
yang diberi perlakuan ATP dengan dosis
100uM memiliki intensitas ekspresi c-Fos
yang tertinggi, sedangkan intensitas
ekspresi c-Fos yang terendah dimiliki oleh
cell line HaCat yang kontrol (tanpa
perlakuan). Hal ini sesuai dengan kondisi
fisiologis dan patofisiologis, keratinosit
melepaskan adenosin trifosfat (ATP)
sebagai mediator autokrin/parakrin yang
mengatur proliferasi, diferensiasi, dan
migrasi sel sehingga saat di induksi dengan
ATP, intensitas sel HaCat meningkat.®
Penelitian ini sejalan dengan penelitian
yang dilakukan oleh Valerie et.al bahwa
ekspresi protein c-Fos dapat menginduksi

penghambatan pertumbuhan cell line
HaCat dan meningkatkan sensitivitas
keratinosit terhadap apoptosis.>® Penelitian
lainnya oleh Yiru et.al EGFR diperlukan
untuk induksi jalur pensinyalan ganda yang
dimediasi oleh UVB vyang diketahui
memediasi pembentukan tumor di kulit,
UVB menginduksi protein c-Fos dan c-Jun
dalam sel B82K+.%0 Sehingga dapat
disimpulkan bahwa pemberian ATP dan
EGF berpengaruh pada cell line HaCat.
Perbedaan Intensitas Ekspresi c-Fos pada
Cell Line MCF-7, SKBR3 dan HaCat
Perbedaan intensitas protein c-Fos pada
ketiga jenis cell line dapat dilihat pada
gambar 4
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Gambar 4. Perbedaan intensitas ekspresi protein c-Fos cell line MCF-7, SKBR3, danHaCat setelah
diberi perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF.
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untuk melihat pola dari hasil intensitas c-
Fos terhadap jenis perlakuan yang telah
diberikan , didapatkan hasil bahwa
perbedaan perlakuan menghasilkan
intensitas protein c-Fos yang berbeda pula.
Cell line MCF-7 yang telah diinduksi EGF
memiliki intensitas tertinggi, yaitu sebesar

148.180 intensity unit, sedangkan cell line
SKBR3 yang diberi perlakuan EGF memiliki
konsentrasi  terendah, vyaitu 74.948
intensity  unit.  Nilai  masing-masing
intensitas dan standar deviasi ketiga cell
line disajikan dalam Tabel 4.

Tabel 4. Nilai intensitas dan standar deviasi dari cell line MCF-7, SKBR3 dan HaCat setelah diberi

perlakuan ATP, EGF dan gabungan ATP+EGF.

ATP EGF ATP+EGF
MCF-7 109192+10795 148180+14102 137707120754
SKBR3 77078+23089 74948116104 89685115113
HaCat 112170413972 94762125483 86890+22025

Dari analisis data oneway anova
didapatkan hasil bahwa tidak terdapatnya
perbedaan vyang bermakna antara
intensitas ekspresi c-Fos pada semua
kelompok jenis cell line yang diberi
perlakuan dengan nilai p > 0,05.

SIMPULAN

Intensitas ekspresi protein c-Fos pada cell
line MCF-7, SKBR3 kanker payudara pada
pemberian perlakuan ATP, EGF dan
kombinasi keduanya mengalami
peningkatan namun tidak terdapat
perbedaan bermakna secara statistik.
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Penelitian ini telah dilakukan sesuai
dengan prosedur yang ada, namun tentu
masih terdapat keterbatasan penelitian.
Adapun keterbatasan penelitian ini adalah

menggunakan pengukuran
imunofluoresens secara konvensional
dengan metode semikuantitatif

menggunakan aplikasi Image) untuk
menghitung intensitas ekspresi protein c-
Fos sehingga kemungkinan terjadinya bias
masih bisa terjadi.

Penelitian ini juga menggunakan
tipe cell line normal tetapi bukan dari sel
payudara, untuk itu perlu penelitian yang
menggunakan sel normal payudara
sebagai pembandingnya
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