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Abstrak

Galur sel SKBR3 adalah model kanker payudara positif human epidermal growth factor receptor2 (HER2).
Pemberian kemoterapi memperlihatkan respons lengkap hanya pada 50% pasien kanker payudara dengan
tipe positif HER2. Kemampuan jaringan tumor menangkap dan mengakumulasi iodium radioaktif dihubungkan
dengan ekspresi natrium/iodide symporter (NIS). Tujuan penelitian ini adalah menilai ekspresi dan distribusi NIS
pada galur sel SKBR3 serta menilai efek induksi epidermal growth factor (EGF) pada ekspresi NIS menggunakan
imunositofluoresens-ISF. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur Sel, Fakultas Kedokteran Universitas
Padjadjaran (FKUP) mulai bulan September 2013 sampai dengan April 2014. Sel SKBR3 ditumbuhkan pada plat
kultur dan ditunggu hingga konfluen 70%. Sel dibagi atas dua kelompok, yaitu kelompok yang diberi induksi dan
kontrol. Induksi EGF diberikan dengan dosis 50 ng/mL. Pemeriksaan ISF menggunakan antibodi primer rabbit
polyclonal antibody anti NIS dan antibodi sekunder goat anti rabbit IgG polyclonal antibody. Data hasil pengamatan
dinilai secara semikuantitatif. Natrium/iodide symporter tampak terekspresi dan terdistribusi di sitoplasma.
Sel yang diinduksi dengan EGF memperlihatkan peningkatan ekspresi NIS di sitoplasma dan distribusinya
di membran sel secara bermakna. Sel SKBR3 mengekspresikan NIS yang terdapat di sitoplasma. Induksi EGF
meningkatkan ekspresi NIS dan distribusinya di membran sel. Temuan ini dapat mengarah potensi kemampuan
sel kanker payudara menangkap dan mengakumulasikan iodium radioaktif. [MKB. 2016;48(1):15-8]

Kata kunci: Ekspresi NIS, galur sel SKBR3, kanker payudara, imunositofluoresens

Detection of Natrium/Iodide Symporter (NIS) in SKBR-3 Breast Cancer Cell
Line Using Immunocytofluoresence

Abstract

SKBR-3 cell line is a breast cancer model for human epidermal growth factor receptor2 (HER2) positive. Only 50%
of patients of this type have fully responded to chemotherapy. Natrium iodide symporter expression correlates
with the uptake and ability of cells to accumulate radioiodine. The aim of this study was to examine natrium/
iodide symporter (NIS) expression and its distribution with and without epidermal growth factor (EGF) treatment
using immunocytofluoresence (ICF). This study was conducted at the Cell Culture Laboratory, Faculty of Medicine,
Universitas Padjadjaran from September 2013 to April 2014. SKBR3 cells were cultured until 70% confluent.
Cells were then divided into two groups: treatment group and control group. The treatment group was treated
with EGF 50 ng/mL. Cells were incubated with primary antibody rabbit polyclonal antibody anti-NIS, and then
were followed with secondary-antibody goat polyclonal antibody to rabbit. Data from the observation were
then assessed semi-quantitatively. Natrium/iodide symporter was seen to be expressed and distributed in the
cytoplasm. Cells induced by EGF showed significant increase in NIS expression in cytoplasm and its distribution
in cell membrane. It is concluded that the SKBR3 cells express NIS in cytoplasm and that EGF induction increases
NIS expression and distribution in cell membrane. This finding leads to a potential ability of breast cancer cells to
uptake and accumulate radioiodine. [MKB. 2016;48(1):15-8]
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Pendahuluan

Kemajuan pesat pada penelitian dasar berbasis
molekuler telah memberi dampak yang baik
bagi pengelolaan penyakit tidak terkecuali pada
penyakit kanker. Untuk itu, riset ekperimental
menggunakanberbagaijenis galursel merupakan
model riset eksperimental yang efektif untuk
menyelidiki subtipe suatu penyakit. Galur sel
SKBR3 merupakan model kanker payudara
yang positif mengekspresikan HER2.! Tipe
positif human epidermal growth factor receptor
2 (HER2) merupakan 25-30% dari keseluruhan
kasus pada kanker payudara. Ekspresi HER2
dihubungan dengan penyakit yang lebih agresif,
angka kekambuhan yang tinggi, dan juga angka
harapan hidup yang memendek. Hanya sebanyak
50% pasien kelompok ini yang memperlihatkan
respons lengkap pada pemberian kemoterapi.??

Pada kanker tiroid kemampuan jaringan
tumor menangkap dan mengakumulasi iodium
radioaktif dipengaruhi oleh ekspresi natrium/
iodide symporter (NIS) yang terdistribusi pada
membran sel (NIS fungsional). Natrium/iodide
symporter merupakan glikoprotein yang terdiri
atas 13 segmen transmembran, membawa dua
ion natrium (Na*) dan satu ion iodida (I)) dari
ekstraseluler ke intraseluler melawan gradien
konsentrasi I' yang dipertahankan oleh pompa
Na*/K*-ATPase melintasi membran basolateral.*

Tingkat ekpresi NIS fungsional merupakan
prediktor kemangkusan penggunaan iodium
radioaktifpadakankertiroid.! Beberapajaringan
ekstratiroid seperti kelenjar payudara dan
kanker payudara dilaporkan mengekspresikan
NIS.> Penemuan ini memberikan pengaruh besar
pada peran NIS, dari sebagai protein pembawa
kepada peran diagnosis dan terapi. Laporan
mengenai ekspresi NIS pada kanker payudara
mampu menjadi potensi pemberian iodium
radioaktif pada kanker payudara terutama
pada kasus yang resisten dengan pengobatan
hormonal dan kemoterapi.

Epidermal growth factor (EGF) dilaporkan
mampu meningkatkan ekspresi NIS terhadap
membran sel T47D melalui jalur mitogen-
activated protein kinase (MAPK) dan dapat
meningkatkan tangkapan iodium radioaktif. Jalur
ini memainkan peranan penting pada proses
transmisi sinyal ekstraseluler yang berkenaan
dengan stimuli pengaturan pertumbuhan sel,
diferensiasi, migrasi, dan kelangsungan hidup
sel.®

Natrium/iodide symporter (NIS) merupakan
suatu glikoprotein. Deteksi ekspresi protein
berdasarkan ikatan antigen dengan antibodi
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memakai fluoresens dari spesimen sel dikenal
dengan suatu pemeriksaan imunositofluoresens.
Penggunaan fluoresens bertujuan meningkatkan
sensitivitas dalam mendeteksi protein spesifik
atau molekul lainnya melalui ikatan spesifik
antara antibodi dan antigen. Ikatan antibodi dan
juga antigen tersebut selanjutnya akan berikatan
dengan fluoropore pada pewarnaan langsung/
dengan antibodi sekunder yang terkonyugasi
dengan fluorophore atau fluorochome pada
pewarnaan tidak langsung. Hasil perwarnaan
dianalisis dengan mikroskop fluoresens.’
Tujuan penelitian ini adalah menilai ekspresi
dan distribusi NIS pada galur sel SKBR3 yang
merupakan model kanker payudara tipe positif
HER2 serta menilai efek EGF sebagai induktor
pada ekspresi dan distribusi NIS fungsional.

Metode

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur
Sel, Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran
(FKUP) mulai bulan September 2013 sampai
dengan April 2014. Sel ditanam pada plat kultur
yangsudahdilapisi dengan coverslip dan ditunggu
hingga konfluens 70%. Sel SKBR3 didapat dari
American tissue culture collection (ATCC) dan
ditumbuhkan dalam media McCoy 5A. Ke dalam
media ditambahkan fetal bovine serum (FBS)
10%, 1% panstrep, dan 1% amphotericin B. Sel
diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator pada
suhu 37°C dengan kosentrasi karbon dioksida
(CO,) 5%. Selanjutnya, diberi induksi EGF 50
ng/mL selama 24 jam, sedangkan sel yang
dijadikan sebagai kontrol hanya ditambahkan
media. Setelah masa induksi berakhir segera
dilanjutkan dengan proses pada perwarnaan.
Eksperimen dilakukan secara triplo.

Pewarnaan ISF yang dilakukan mengacu pada
protokol pabrikan dengan sedikit modifikasi.
Langkah pewarnaan dimulai dengan fiksasi sel
mempergunakan paraformaldehyde 4% selama
15 menit. Selanjutnya, sel dicuci 3 kali dengan
1xPBS dingin, kemudian direndam selama 10
menit dalam tween 20 (0,5%) selama 15 menit.
Kemudian sel dicuci 3x5 menitdengan 1xPBS dan
diteteskan dengan fluorescein-isothiocyanate-
protein blocking agent (FITC-PBA). Selanjutnya,
diteteskan antibodi primer dan diinkubasi
selama satu malam pada suhu 4°C, kemudian
dicuci dengan PBS 3x5 menit dan diinkubasi
dengan antibodi sekunder pada suhu kamar di
tempat gelap selama 60 menit. Kontrol negatif
hanya ditetesi antibodi sekunder. Pengamatan
dilakukan dengan mempergunakan mikroskop
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Gambar Ekspresi Protein Nis pada Sel SKBR3 Tampak Berwarna Hijau dan Inti Berwarna Biru
(A) Pada sel yang tidak diinduksi, tampak terekspresi NIS hanya di sitoplasma (kepala panah). (B) Induksi
dengan EGF meningkatkan ekspresi protein NIS di sitoplasma dan membran sel (tanda panah tipis).

Gambar diambil dengan pembesaran 200 kali

fluoresens.

Data hasil pengamatan dinilai secara semi-
kuantitatif, diambil dari lima lapang pandang
secara acak dari setiap preparat. Nilai satu jika
ekspresi protein NIS lemah pada sitoplasma saja,
nilai dua jika ekspresilemah sampai sedang pada
sitoplasma dan membran sel, serta nilai tiga jika
ekspresi kuat di sitoplasma dan membran. Data
dianalisis menggunakan Mann-Whitney dengan
p<0,05 dianggap bermakna. Pada penelitian
tidak ada implikasi etik karena subjek penelitian
ini adalah galur sel.

Hasil

Ekspresi NIS tampak pada sel SKBR3 serta
terdistribusi pada sitoplasma. Ekspresi NIS rata-
rata pada sel SKBR3 dinilai satu. Pada pemberian
induksi EGF didapatkan peningkatan ekspresi
dan distribusi NIS di membran sel (Gambar).
Ekspresi NIS rata-rata sesudah induksi EGF
dinilai tiga. Ekspresi dan distribusi NIS tersebut

Tabel Kategori Hasil Pemeriksaan
Imunositofloresens pada Sel SKBR3

Sampel Rata-rata EGF Kontrol
Slide 1 3 1
Slide 2 3 1
Slide 3 3 1
Rata-rata 3 1
SD 0 0
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meningkat secara bermakna dengan induksi EGF
(p<0,05; Tabel).

Pembahasan

Secara molekular kanker payudara dapat dibagi
secara umum dalam 5 (lima) klasifikasi, yaitu
luminal A, luminal B, basal, positif HER2, dan
normal.?? Kelompok positif HER2 merupakan
25-30% kasus kanker payudara dan merupakan
kelompok yang sensitif dengan pemberian
kemoterapi, namun demikian hanya sekitar
50% pasien kelompok ini yang memperlihatkan
respons lengkap pada pemberian kemoterapi.?3

Ekpresi NIS fungsional pada membran sel
kanker merupakan indikator kemampuan sel
untuk menangkap iodium radioaktif. Sebagian
besar kanker payudara (70-80%) dilaporkan
mengekspresikan NIS. Namun demikian, laporan
mengenai tangkapan iodium radioaktif oleh sel
kanker payudara yang sangat rendah.!® Pada
penelitian in vitro menggunakan galur sel MCF-
7 yang merupakan model kanker payudara tipe
luminal A, induksi dengan asam retinoid mutlak
diperlukan untuk mendapatkan ekspresi NIS.
Penambahan hidrokortison dilaporkan dapat
meningkatkan efek asam retinoid pada ekspresi
NIS.* Demikian pula pada galur sel T47D yang
merupakan model kanker payudara tipe luminal
A dilaporkan bahwa pemberian EGF mampu
meningkatkan ekspresi NIS dan juga tangkapan
iodium radioaktif.®

Epidermal growth factor merupakan salah
satu agen farmakologi yang dapat mengaktifkan
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jalur kinase intraseluler melalui jalur mitogen-
activated protein kinase (MAPK). Pemberian
induksi EGF pada sel T47D dilaporkan mampu
meningkatkan ekspresi NIS dan juga tangkapan
iodium radioaktif. Transfeksi gen NIS disertai
dengan pemberian EGF pada galur sel HuH7
yang merupakan model hepatoseluler karsinoma
dilaporkan meningkatkan tangkapan iodium
radioaktif.'

Berbeda dengan laporan penelitian oleh
Dohan dkk.'! bahwa pada galur sel MCF-7 mutlak
diperlukan penambahan asam retinoid untuk
mendapatkan ekspresi NIS. Pada penelitian ini,
didapatkan ekspresi NIS pada sel SKBR3 tanpa
induksi dan dengan induksi EGF, namun ekspresi
NIS pada sel yang tidak dinduksi terdapat di
sitoplasma. Sejalan dengan hasil penelitian dari
Beyer dkk.!® pada jaringan kanker payudara yang
diperiksa dengan imunohistokimia didapatkan
ekspresi protein NIS sebagian besar terdapat di
intraseluler. Pemberian EGF dapat meningkatkan
ekspresi dan distribusi NIS di membran sel
SKBR3. Ekspresi NIS pada membran ini dapat
menjadikan NIS berpotensi sebagai kotranspor
iodium radioaktif dari ekstraseluler ke intra-
seluler.

Simpulan, sel SKBR3 yang merupakan model
sel kanker payudara tipe HER2 mengekspresikan
protein NIS yang terdapat pada sitoplasma.
Induksi EGF tersebut mampu meningkatkan
ekspresi protein NIS fungsional di membran dan
di sitoplasma. Temuan ini dapat menjadi potensi
bagi sel kanker payudara terutama tipe positif
HERZ untuk menangkap dan mengakumulasikan
iodium radioaktif.
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