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PENGARUH TRANSFEKSI ONKOGI:

N c-raf-1 TERHADAP
RADIOSENSITIVI

ASSEL KANKER LARYNX

Zubaidah Alatas

Pusat Standardisasi dan Penolitian Keselnmatan Radinsi - Badan Tenngn Atom Nasional

ABSTRAK

PENGARUH TRANSFEKSI ONKOGEN c-raf-1 TERHADAP RADIOSENSITIVITAS
SEL KANKER LARYNX. Radiosensitivitas sel kanker larynx PCI4A yang ditransfekai
dengan onkogen normal c-raf-1 ¢DNA (PCI-AA-raf) dan onkogen mutan e-rof-1 c¢DNA
(PCI-4A-raf”) dipelnjari secara in vitro, Onkogen mutan c-raf-1 hanya mengandung kode
untuk aktivitas produksi protein kinase Raf-1, Sel diradinsi dengnn mesin AECL Theratron
80 Co-60 dengan dosis 1 Gy - 13 Gy. Data dianalisis dengan menggunakan 2 model kurva daya
tahan hidup, single hit multitarget dan linear quadratie, Parnmeter radiobiolog yangdiamati
adalah Do, n, a, B, dan fraksi sel yang hidup pada dosis 2 Gy. Penelitian ini menyimpulkan
bahwa transfeksi onkogen normal dan mutan meningkatknn index radiosensitivitas sel
kanker larynx (PCI-4A, Do = 2,01 Gy; PCI. AA-raf, Do = 2,90 Gy; PCI-4A-raf”, Do = 3,80 Gy).
Ketahanan sel terhadap radiasi pengion dapat ditingkatkan tidak hanya dengan
meningkatkan ekspresi dari onkogen normal raf,juga dengan meningkatkan aktivitas protein
kinase serine/threonine Raf-1,

ABSTRACT

EFFECT OF TRANSFECTION OF c-raf-1 ONCOGENE ON THE RADIOSENSITIVITY
OF THE LARYNGEAL CANCER CELL LINE. The in vitro radiosensitivity of the laryngeal
cancer cell line PCI-4A transfected with a normal e-raf-1 cDNAoncogene (PCI-4A-raf) or with
an activated mutant c-raf-1 cDNA oncogene (PCI-4A-raf*) was studied. The mutant c-raf-1
contrins codes for the kinase domain of Raf-1 only. Calls were irradiated by AECL Therat.on
80 Co-60 machine with doses of 1 Gy - 13 Gy. The data was fitted to two survival curves used,
single hit multitarget and linear quadratic models. Radiobiclogical parameters studied were
Do, n, a, B, and surviving fraction at 2 Gy. This study concludes that the transfection of normal
c-raf-1 cDNA and of activated mutant - raf-1 oncogene increase the index of radiosensitivity
of laryngeal cancer cell lines (PCI-4A, Do = 2.01 Gy; PCI-4A-raf, Do = 2.90 Gy; PCI-4A-raf"=
3.80 Gy). The radioresistance of the cells can be enhanced not only by increase the expression
ofc-raf-1oncogene, but also by increase the activity of serine/threonine kinase of Raf-1 protein.

PENDAHULUAN

Paparan radiasi pengion pada sel mama-
lia menimbulkan kerusakan pada sasaran kritis
DNA yang mengakibatkan terjadinya mutasi,

hidup sel kanker terhadap radiasi pengion. On-
kogen dapat dinktivasi dengan adanya mutasi
titik, translokasi kromosom, atau amplifikasi

.
R P

kematian sel, atau transformasi [1), Beberapa
penelitian terdahulu telah menunjukkan bah-
waonkogen sebagai genyang ekspresinya dapat
mengubah sel normal menjadi sel kanker mem-
Punyai peranan yang penting dalam menen-
tukandaya tahan sel terhadap radiasi [2). Onko-
Een yang dimaksud yang banyak ditemukan
Pada sel kanker adalah onkogen keluarga ras,
mye, dan raf.

Secara normal, protein sebagai hasil eks-
Presi darj onkogen (proto-onkogen) ini terlibat
d! dalam proses pembelahan sel dan/atau proses
diferensias; se], Diduga perubahan ekspresi on-

BEN secara tidak normal atau onkogen yang

teraktivasi dapat mempengaruhi daya tahan

(perbanyakan) gen [3]. Perubahan aktivitas da-
ri onkogen dapat diketahui dengan mengguna-
kan metode transfeksi DNA yaitu pemindahan
molekul DNA dari sel kanker atau sel yang diuji
ke sel lain sebagai penerima [1].

Penelitian ini bertujuan untuk mengnnali-
sis pengaruh transfeksi onkogen manusia
c-raf-1 baik yang normal (rap maupun yang
mutan (raf*) terhadap sensitivitas sel kanker
larynx terhadap radiasi sinar y.

TEORI

Tingkat radiosensitivitas sel mamalia da.
pat dipelajari dengan menggunakan kurva daya
tanhan hidup sel terhadap radiasi pengion. Kur-

va ini menggambarkan hubungan antara dosis
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radiasi yang diberikan dengan jumlah sel yang
hidup yang ditunjukkan dengan kemampuan
dari sel tersebut untuk membentuk koloni (1),

Duna macam model kurva daya tahan hidup
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
single hit multitarget (SHMT) dan linear qua-
dratic (LQ). Pada model SHMT dinsumsikan
bahwa sebuah sel mamalia mempunyai bebe-
rapa sasaran kritis (multitarget) yang berperan
penting dalam proses reproduksi sel yang harus
diinaktifkan dengan scbuah pukulan (single hit)
untuk mematikan sel tersebut. Umumnya, kur-
va daya tahan hidup model SHMT diawali de-
ngan daerah yang melengkung (shoulder) dan
ditkuti dengan garis lurus, Kurva SHMT yang
ditunjukkan pada Gambar 1A mempunyai per-
samaan sebagai berikut:

S=1.(1-¢ DDop

S adalah fraksi sel yang tahan hidup setelah
diiradiasi (surviving fraction) dan D adalah do-
sis iradiasi yang diberikan. Do sebagai mean
lethal dose didefinisikan sebagai dosis yang
dibutuhkan untuk menurunkan fraksisel yang
tahan hidup menjadi 37% dari jumlah sel se-
mula. Do yang menunjukkan kemiringan dari
kurva ini menggambarkan indeks radiosensiti-
vitas dari sel. Sedangkan n adalah nomor eks-
trapolasi (extrapolation number) yang menun-
Jjukkan kemampuan dari sel untuk mengaku-
mulasi dan menyembuhkan kerusakan suble-
tal pada sel akibat radiasi. Nilai n inidiperoleh
dengan menarik garis lurus dari bagian lurus
kurva ke sumbu y [1).

Kematian =el, pada model LQ, diasumsi-
kan karena adanya interaksi dari kerusakan-
kerusakan pada sel akibat radiasi pengion yang
disebabkan oleh dua komponen yaitu a dan f.
Kurva model LQ (Gambar 1B) mempunyai per-
samaan sebagai berikut:

Sze -aD -ED2

Komponen merupakan komponen yang se-
imbang dengan dosis radiasi dan mendominasi
kematian sel pada dosis rendah. Sedangkan
komponen B merupakan komponen yang ber-
banding dengan kuadrat dari dosis dan kom-
ponen yang menyebabkan melengkungnya kur-
va daya tahan hidup dari model LQ ini. Kon-
tribusi dari kedua komponen ini sama pada
dosis yang sama dengan ratio a/f} [1].

Data penelitian dianalisis dengan program
komputer yang berdasarkan pada kedua model
di atas. Secara teori, fraksi sel yang hidup sete-
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Gambar 1. Kurva representatif daya tahan hi-
dup sel mamalia terhadap radiasi
pengion.

lah diiradiasi (SF) dihitung dengan mengguna-

kan rumus sebagai berikut [1]:

Jumlah koloni yang dihitung
SF

Jumlah sel yang ditanam x PE/100

Jumlah koloni yang dihitung
tanpa diiradiasi

PE = x 100 %

Jumlah sel yang ditanam
tanpa diiradiasi

TATAKERJA

Biakan sel kanker

Kultur sel kanker larynx yang digunakan
adalah PCI-4A. Biakan yang ditransfeksi de-
ngan onkogen normal raf disebut PCI-4A-raf,
sedangkan yang ditransfeksi dengan onkogen
mutan raf (raf*) adalah PCI-4A-raf*. Kultur sel
kanker ini diperoleh dari Dr. U. Rapp (FCRDC-
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NCI, NTH). Sel ditransfeksi dengan menggina-
kan metode lrnnsfoksli DNA kalsium foafat,
Pcl,_m.mfdilmmfokm dengnn vektor ekapreaj
yang mengandung sclun3|1 c-raf-1 komplomeon.
ter DNA (cDNA) manusin dan  plasmid DNA
;-SWN“" Sedangkan !’Cl--l:\- raf* ditransfoksi
dengan vektor ckspresi yang mengandung scha-

:an e-raf-1 yang mengatur domain kinase pro-
tein Raf dan plasmid DNA pSV2Neo (4),

Medium biakan sel kanker

Biakan sel kanker dikultur pada medium
pertumbuhan MEM (Minimum Essential Me-
dium, GIBCO No. Kat. 320-1095 AJ). Medium
pmumbuhan ini diperkaya dengan 156% (v/v)
Fetal Bovine Serum (GIBCO, No. Kat. 230-6140
AG), 2 mM L-Glutamine (GIBCO, No. Kat. 320-
5030 PE), 0,1 mM MEM-non essential amino
acid (GIBCO, No. Kat. 320- 1140 AG), 10 mM
Hepes pH 7,0 (GIBCO, No. Kat. 380-5630 PE),
0,4 pg'm! Hydrocortisone (SIGMA Cell Culture,
Lot 41H9409), 50 IU/ml Penicilline G sodium,
dan 0,05 mg/ml Streptomycin sulphate (GIBCO,
No. Kat. 600-5070 PE). Kultur sel disimpan da-
lam inkubator pada temperatur 37°C dengan
kandungan 5% CO, di udara.

Untuk kultur sel PCI-4A-raf dan PCI-4A-
raf*, 0,4 mg/ml Gentamycin Reagent Solution
(G418) (GIBCO, No. Kat. 600- 56750 AS) ditam-
bahkan pada medium pertumbuhan yang telah
diperkaya.

Pengujian daya tahan hidup sel kanker terhadap
radiasi

Kultur sel pada fase eksponensial dicuci
dengan 10 ml HBSS (Hank's Balanced Salt Solu-
tion, BioWhittaker No. Kat. 10-543 A). Kemudi-
an eel diberikan sekitar 4 ml 1X Tripsin-EDTA
Solution (GIBCO, No. Kat. 26300-29) dan disim-
pandalam inkubator selama 5 menit. Tripsin ini
akan melepaskan sel-sel kanker yang menem-
pel pada permukaan bawah botol (flask) untuk
mendapatkan sel tunggal. Sel dihitung dengan
menggunakan Haemocytometer. Sejumlah sel
tertentu ditanam dalam flask T-26 em? (Falcon)
yang telah diisi dengan 4 ml medium pertum-
buhan. Jumlah sel yang ditanam disesunikan
dengan dosis. Semakin tinggi dosis yang diberi-

n, semakin banyak jumlah sel yang ditanam.
Untuk setiap dosis, digunakan 2 macam jumlah
¢¢l, masing-masing dengan 3 ulangan. Setelah
Penanaman, sel disimpan dalam inkubator sela-
ma tekitar 18 jam sebelum diiradiasi. Sel diira-
diasi dengan menggunakan pesawat teleterapi
Cobalt-80 Theratron 80 AECL dengan laju dosis
198,65 ¢Gy/menit. Jumlah sel yang ditanam un-
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tulk mnsing-masing dosis dan dosia radinai yang
diberikan adalah 500 dan 1000 untuk dosis 0 Gy
(untuk efisiensi penanaman) dan 1 Gy; 1000 dan
2600 untuk dosia 2 Gy; 2600 dan 6000 untuk
dosia 3 Gy; 6000 dan 10000 untuk dosis 5 Gy;
10000 dan 50000 untuk dosis 7 Gy; 50000 dan
100000 untuk dosia 9 Gy; 100000 dan 260000
untuk dosis 11 Gy; 260000 dan 500000 untuk
dosis 13 Gy. Sel kemudian disimpan kembali di
inkubator. Dalam waktu sekitar 10 - 14 hari, sel
yang tahan hidup terhadap radiasi akan tum-
buh dan membentuk koloni. Koloni diberi pe-
warnann carbol fuchsin dan dihitung dengan
menggunnkan mikroskop. Koloni yang terdiri
dari 50 sel atau lebih yang dihitung sebagai
koloni yang berasal dari satu sel kanker yang

tahan terhadap dosis radiasi pengion yang dibe-
rikan,

HASILDAN PEMBAHASAN

Dengan teknik transfeksi DNA, beberapa
macam onkogen dapat diidentifikasi pada kan-
ker. Dari jenis onkogen yang telah dikenal seper-
ti keluarga ras, raf, mye, dan abl, =ekitar 80%
adalah anggota keluarga ras [3]. Dari penelitian
terdahulu diketahui bahwa ekspresi onkogen
mempengaruhi sensitivitas sel terhadap radiasi
pengion. Secara umum dapat dikatakan bahwa
ketahanan sel terhadap radiasi pengion dipe-
ngaruhi oleh ekspresi dari onkogen tertentu
[2,4,6,8].

Pada penelitian ini, digunakan onkogen
manusia c-raf-1 yang diduga mempunyai pera-
nan yang penting dalam menentukan tingkat
sensitivitas sel terhadap radiasi pengion dari sel
kanker larynx. Proto-onkogen c-raf-1 yang me-
rupakan anggota dari keluarga rafdapat diubah
menjadi bentuk onkogen raf yang aktif dengan
proses translokasi kromosom. Hasil dari gen raf
ini adalah protein Raf-1 yang merupakan prote-
in kinase serine/threonine yang terdapat pada
sitoplasma sel [7].

Kasid dkk (1989) telah membuktikan bah-
wa binkan sel kanker larynx SQ-20B mempu-
nyai daya tahan hidup yang relatif tinggi terha-
dap radiasiyyang dikarenakan adanya ekspresi
onkogen raf (4). Hasil penelitian Kasid ini di-
kembangkan lagi pada penelitian ini dengan
menggunakan sel kanker larynx PCI-4A, tidak
hanya untuk mengetahui pengaruh transfeksi
onkogen normal raf (raf) tetapi juga untuk me-
ngetahui pengaruh transfeksi onkogen mutan
raf (raf*) yang hanya mengandung kode untuk
memproduksi protein Raf-1.
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Data hasil penelitinn diannlisis dengan
menggunnkan program komputer yang dibunt
oleh Albright (8] bendasarkan pada dun model
kurva daya tahan hidup, single hit multitargel
dan linear quadratic. Data yang dimasukkan
dalam program adalah jumlnh sel kanker ynng
ditanam, dosis radiasi yang diberikan, dan jum-
lah keloni yang dihitung,

Parameter radiobiologi Do dan ndari model
SHMT dan parameter a dan [} dari model LQ
untuk sel kanker yang tidak ditransfeksi
(PCI-4A), =el kanker yang ditransfeksi dengnn
c-raf-1 eDNA normal (PCI-4A-ral), dan sel kan-
ker yang ditransfeksi dengnn c-raf-1 eDNA mu-
tan (PCI-4A-raf*) disajikan pada Tabel 1.

Tabel. 1 Parameter radiobiologi sel kanker la-
rynx yang tidak dan ditransfeksi de-
ngan onkogen raf normal dan mutan

Sel Ulang-|DoiGy)| n |a(Gy™) ﬁ(Gy‘z' SF2

an
PCI4A a | 2011 |203|0,3350]0,0003| 0,43
PCI4Arfl 3 2,609 11,19 0,2504 10,0042| 0,66
PCl-4A-mf] 3 3,801 | 1,31 [0,2260(0,0016| 0,70

Fraks=i =el yang hidup setelah diiradiasi de-
ngandosis 2 Gy dihitungdari kurvadaya tahan
hidup model LQ. Kurva daya tahan hidup yang
dihasilkan dengan menggunakan model
SHMT dari masing-masing sel disajikan pada
Gambar 2-4.
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Gambar 2. Kurva daya tahan hidup sel kanker
larynx PCI-4A (Do = 2,01 Gy)

Dari semua parameter radiobiologi yang
dianalisis, hanya parameter Do, mean lethal
dose, yang menunjukkan perbednan yang nyata
antara ketiga macam sel tersebul. Nilai Do
PCI-4A, PCI-4A-raf, dan PCL-4A-raf* masing-
masing adalah 2,01 Gy, 2,90 Gy, dan 3,80 Gy.
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Gambar 3. Kurva daya tahan hidup sel kanke,
larynx yang ditransfeksi dengy
onkogen normal raf (PCI-4A-raf, 1,
=2,90 GY).
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Gambar 4. Kuva daya tahan hidup sel kanker
larynx yang ditransfeksi dengan
onkogen mutan raf (PCI-4A-raf*, Do
= 3,80 Gy).

Berdasarkan nilai Do yang menggambarkan in-
deks radiosensitivitas sel, ternyata PCI-4A-raf
relatif lebih tahan terhadap radiasi sinar y di-
bandingkan dengan biakan asalnya PCI-4Adan
relatil lebih sensitif daripada sel PCI-4A yang
ditransfeksi dengan mutan raf (PCI-4A-raf*).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
penambahan ekspresi onkogen raf pada PCI-4A
ternyata dapat meningkatkan daya tahan sel
tersebut terhadap radiasi pengion. Ini ditun-
jukkan dengan meningkatnya nilai Do PCI-4A
dari 2,01 Gy menjadi 2,90 Gy (PCI- 4A-raf).
Lebih jauh lagi, sel kanker yang ditransfeksi
dengan mutan raf (PCI-4A-raf*, Do = 3,80 Gy)
relatif lebih tahan terhadap radiasi dibanding:
kan dengan kedua sel lainnya. Mutan raf ini
hanyn mengandung kode untuk produksi pro-
tein Raf-1 tanpa kode untuk mengatur produksi
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rotein tersebut. Ini menunjukkan bahwa pro.
tein kinase Ral-1 mempunyai peranan penting
Ji dalam mekanisme alur informani hinkin\ir;
dari membran ael ke inti sel  yang akhirnya
mrmpcngnruhl sensitivitas sel terhadap radi-
nsi.

KESIMPULAN

Tema: Pengembangan Kemitraan Antar Lembaga
Melalui Iptek Nuklir

(raf*) dapat meninghatknn index radiosenaitivi-
tas sel kanker larynx (PCI-4A, Do = 2,01 Gy;
PCL- 4A-raf, Do = 2,90 Gy; PCl-AA-raf*, Do =
3,80 Gy). Hal ini menunjulklian bahwa mening-
kntnya ekspresi onkogon raf dan aktivitas pro-
tein kinase serine/threonine Raf-1 dapat me-
ningkatkan dayn tahan sel kanker larynx ter-

. b by ; hndn inai sinar
Dari penelitinn ini dapat disimpulkan bah- p radiasi sinar v,

wa tranafeksi onkogen raf normal dan mutan
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DISKUSI

M. Faruq:

Penambahan onkogen meningkatkan radiosensitivitas. Apakah tidak bertentangan, menurut
saya radioimunitas dari sel meningkat, karena yang ditambahkan adalah gen kanker.
Zubaidah Alatas :

Penambahan/transfeksi c-raf-1 bukan meningkatkan radiosensitivitas tetapi meningkatkan
index radiosensitivitas (Do), yaitu meningkatnya daya tahan hidup sel kanker tersebut terhadap
radiasi. Semakin besar Do, semakin besar radiosensitivitas sel terhadap radiasi.
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