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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian deteksi ekspresi gen TNF-a pada
penderita kanker payudara di Makassar. Tujuan penelitian ini untuk
mendeteksi adanya ekspresi gen TNF-a pada penderita kanker payudara.
TNF-a merupakan salah satu sistem imun yang berperan dalam meng-
hancurkan sel-sel tumor dan menghambat penyebaran sel kanker. Pada
penderita kanker dengan berbagai macam tipe kanker terdapat sirkulasi
TNF-a yang sangat tinggl dan tidak normal. Selain itu, sirkulasi TNF-a
yang sangat tinggi telah dikorelasikan dengan stadium tumor, tingkat
komplikasi, dan waktu bertahan hidup yang singkat pada penderita
kanker.Jumiah sampel yang digunakan sebanyak 10 sampel dari jaringan
kanker payudara dan 10 sampel dari darah orang sehat. Uji teknik PCR
dilakukan di Laboratorium Imunologi dan Bioclogi Molekuler Fakultas
Kedokteran Universitas Hasanuddin, Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekspresi gen TNF-a pada penderita kanker payudara lebih meningkat
dibandingkan dengan orang sehat.



ABSTRACT

A research has been about the Detection of TNF-a Gene Expression in
Breast Cancer in Makassar. The aim of this research was to detect the
existence of TNF-a gene expression in breast cancer. TNF-a is an
immune system that takes a role in crushing tumor cell and inhibit the
metastases of cancer cells. In any kinds of cancer sufferer, there is a very
high and abnormal TNF-a circulation. Besides, a high and abnormal TNF-
a circulation has been correlated with tumor stage, complication levels,
and short surviving time on cancer sufferer. Ten samples were taken from
breast cancer patience cells and ten samples were taken from health body
blood. Technical assay of PCR was done in Molecular Biology and
Immunology Laboratory of Medical Faculty of Hasanuddin University. The
result indicated that TNF-a gene expression in breast cancer patience cell
was much more than in health body cell.
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BABI|

PENDAHULUAN

Kanker merupakan penyakit dimana sel tubuh berkembang,
berubah, dan menduplikasikan dir diluar kendali. Biasanya nama kanker
diberi berdasar bagian tubuh dimana kanker pertama kali muncul. Jadi
kanker payudara merujuk pada pertumbuhan serta perkembangbiakan sel
abnormal yang muncul pada jaringan payudara. Perkembangbiakan sel
yang abnormal ini diakibatkan cleh adanya ekspresi gen yang tidak ter-
kendalikan oleh sistem yang ada. Kanker payudara merupakan salah satu
kanker berbahaya yang sudah banyak menimbulkan korban. Di Indonesia
kanker payudara menduduki peringkat kedua setelah kanker leher rahim
yang paling banyak menyerang wanita Indonesia (1,2).

Tubuh dilengkapi dengan berbagai sistern pertahanan yang dalam
keadaan normal dapat melindungi tubuh terhadap berbagal invasi, balk
mikroorganisme maupun sel tubuh itu sendiri yang mengalami perubahan
menjadi ganas (3). Sel kanker dikenal oleh tubuh sebagai bahan asing,
sehingga mekanisme imunologi tubuh akan bereaksi secara humoral
maupun seluler. Tubuh mempunyai kemampuan immunosurveillance,
yaitu mekanisme yang digunakan oleh tubuh untuk bereaksi melawan
sefiap antigen yang diekspresikan oleh semua sel kanker maupun sel
yang bermutasi untuk mencegah perkembangan sel kanker tersebut,
namun terkadang terjadi imunological escape yaitu sel kanker luput dari

pengawasan sistem imun, sehingga terjadilah kanker (4).
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Salah satu komponen sistem imun yang berperan dalam melawan
sel kanker yaitu Tumor Necrosis Factor (TNF). TNF merupakan salah satu
produk dari sitokin yang berfungsi untuk menghancurkan sel-sel tumor
dan menghambat penyebaran sel kanker, Inflamasi yang berat dapat
memicu produksi TNF dalam jumlah besar yang menimbulkan reaksi
sistemik (5). TNF-a diproduksi oleh berbagai jenis sel termasuk sel T, sel
B, sel NK dan sel kupfer (6).

Dengan kemajuan teknologi di bidang biomolekuler digunakan
teknik pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk mendeteksi
suatu ekspresi gen dari TNF-a yang merupakan suatu teknik biologi
molekuler untuk memperbanyak jumlah DMNA secara invitro dengan
menggunakan enzim polymerase dan perubahan temperatur. Teknik PCR
ini merupakan cara yang sangat sensitif dan spesifik dalam menentukan
urutan DMA sel dan banyak digunakan sebagai alternatif dalam
menegakkan diagnosa penyakit yang disebabkan oleh bakteri, virus, dan
parasit lain. Selain itu teknik PCR ini digunakan secara luas dalam
menentukan urutan DNA yang mengekspresikan sifat-sifat keturunan dan
penyakit yang berhubungan dengan kelainan genetik (7).

Berdasarkan pada hal tersebut maka, rumusan masalah dalam
penelitian ini yaitu apakah ada hubungan antara ekspresi gen TNF-a
dengan kanker payudara. Tujuan penelitian ini untuk mendeteksi adanya
ekspresi gen TNF-a pada penderita kanker payudara yang dibandingkan

dengan orang sehat. Manfaat penelitian ini diharapkan dapat menambah
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informasi ilmiah mengenai peranan TNF-a dalam proses imunitas tubuh
dan data yang diperoleh dapat dijadikan petunjuk dalam pengembangan
penelitian mengenai hal-hal yang berhubungan dengan penyakit kanker
payudara di Makassar. Hipotesis dalam penelitian ini yaitu adanya
hubungan antara ekspresi gen TNF-a dengan kanker payudara, dimana
ekspresi gen TNF-a pada penderita kanker payudara lebih banyak

dibandingkan dengan orang sehat.
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BABII

TINJAUAN PUSTAKA

II.1 Tinjauan Umum Kanker

Neoplasia atau pertumbuhan baru adalah massa abnormal dari sel-
sel yang mengalami proliferasi. Sel-sel neoplasma berasal dari sel-sel
yang sebelumnya adalah sel-sel normal, namun selama mengalami
perubahan, sel-sel tersebut memperoleh perubahan tertentu yaitu sel
neoplasma tumbuh dengan kecepatan yang tidak terkoordinasi dengan
kebutuhan hospes dan fungsi yang sangat ftidak bergantung pada
pengawasan homeostatis sebagian besar sel tubuh lainnya (8).

Neoplasia tidak melakukan tujuan yang bersifat adaptasi yang
menguntungkan hospes, tetapi lebih sering membahayakan. Neoplasia
dapat dibedakan berdasarkan sifat-sifatnya, yaitu bersifat jinak atau
ganas. Kanker adalah isfilah umum yang digunakan untuk menunjukkan
neoplasia yang bersifat ganas (8).

Kanker adalah penyakit yang ditandai dengan pembelahan sel
yang tidak terkendali dan kemampuan sel-sel tersebut untuk menyerang
jaringan lainnya, baik dengan pertumbuhan langsung di jaringan yang
berseblahan atau dengan migrasi sel ke tempat yang jauh. Setiap orang
mempunyai sel kanker di dalam tubuh. Sel-sel kanker ini tidak terlihat
dalam tes standar hingga berkembang biak menjadi banyak. Biasanya

nama kanker diberikan berdasar bagian tubuh dimana kanker pertama kali




tumbuh. Jadi kanker payudara merujuk pada pertumbuhan serta per-
kembangbiakan sel abnormal yang muncul pada jaringan payudara (2,8).
I1.1.1 Epidemiologi

Kanker payudara adalah kanker yang paling sering pada
perempuan, walaupun kanker ini sangat jarang pada laki-laki. Ma_nua'ut
WHO setiap tahun lebih dari 250.000 kasus kanker payudara ter-
diagnosa di Eropa dan kurang lebih 175000 di Amerika Serikat. Di
indonesia jumlah kanker payudara menduduki tingkat ke dua setelah
kanker mulut rahim (3).

Insiden kanker yaitu banyaknya kasus kanker baru per 100.000
penduduk dalam satu wilayah tertentu, umumnya dalam waktu tertentu.
WHO memperkirakan insiden kanker di Indonesia ialah 180 per 100.000
penduduk (1).

11.1.2 Penyebab Kanker Payudara

Sampai saat ini belum diketahui secara pasti apa yang
menyebabkan kanker ini terjadi, namun beberapa faktor kemungkinannya
adalah (9,10) :

1. Usia
Penyakit kanker payudara lebih sering terjadi pada perempuan berusia
di atas 50 tahun.

2, Genetik,
Ada 2 jenis gen (BRCA1 dan BRCA2) yang sangat mungkin sebagai

risiko. Jika ibu atau saudara wanita mengidap penyakit kanker
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payudara, maka kemungkinan orang tersebut memiliki risiko kanker
payudara 2 kali lipat dibandingkan wanita lain yang dalam keluarganya
tidak ada penderita kanker payudara.
3. Gangguan keseimbangan hormonal
Hormon estrogen berfungsi merangsang pertumbuhan sel yang
cenderung mendorong terjadinya kanker, sedangkan progesteron
melindungi terjadinya pertumbuhan sel yang berlebihan. Ada
kecenderungan bahwa kelebihan hormon estrogen dan kekurangan
progesteron menyebabkan meningkatnya risiko kanker payudara.
4. Riwayat kesehatan reproduksi
Perempuan yang melahirkan anak di bawah usia 30 tahun mempunyai
risiko lebih rendah mengalami kanker payudara dibandingkan
perempuan yang melahirkan anak setelah 30 tahun atau tidak memiliki
anak sama sekali.
1.1.3 Patogenesis Kanker
Tubuh disusun oleh ratusan juta sel hidup. Sel tubuh yang normal,
tumbuh, membelah, dan mati secara sistematis. Pembelahan sel adalah
proses yang berlangsung secara terus menerus, namun kecepatan dari
pembelahan berubah-ubah, tidak hanya tergantung pada usia tapi juga
tergantung pada jenis sel dan dimana letak sel itu di dalam tubuh (9,11).
Sebagian besar sel diprogram untuk melakukan pembelahan
sampai beberapa kali dan kemudian akan berhenti karena di stop cleh

sebuah mekanisme yang ada dalam sel itu sendiri, yang disebut sebagai
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apoptosis. Proses pembelahan sel secara terus menerus ini berguna
memastikan bahwa akan selalu ada sel-sel muda yang melakukan fungsi-
fungsi dari organ dan ini semuanya dikendalikan oleh DNA, yaitu materi
yang membentuk gen (11).

Gen adalah unit molekul DNA atau RNA yang membawa informasi
mengenal urutan asam amino yang lengkap. Secara umum di dalam
setiap makhluk hidup, baik prokariotik maupun eukariotik, ada dua macam
sistem pengaktifan ekspresi gen, yaitu ekspresi gen secara konstitutif dan
ekspresi gen secara induktif. Gen-gen yang diekspresikan secara
konstitutif  praktis selalu  diekspresikan dalam keadaan apapun.
Sebaliknya, ekspresi gen secara induktif yaitu kelompok gen yang hanya
diekspresikan jika ada keaadaan yang memungkinkan atau ada proses
induksi. Masing-masing gen mengandung informasi yang dibutuhkan
untuk membuat protein dan noncoding RNA. Oleh karena itu, gen harus
diekspresikan untuk memproduksi molekul-molekul protein dan RNA
fungsional di dalam sel. Ekspresi gen melibatkan dua kegiatan utama,
yaitu proses transkripsi dan translasi. Transkripsi yaitu proses perubahan
DNA menjadi mRNA yang berlangsung di dalam inti sel. Sedangkan
translasi yaitu proses perubahan mRNA menjadi protein yang berlangsung
di ribosom (12,13).

Adakalanya siklus sel terhenti karena berbagai macam sebab
sehingga setelah bertumbuh sel tidak mengalami pembelahan tetapi

mengalami perubahan degenerasi dan kemudian mati. Apabila dalam 1
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jaringan tubuh terdapat sel-sel yang mati, umumnya sel-sel ini akan
diganti oleh sel-sel baru yang dihasilkan dari pembelahan sel-sel pada
jaringan yang sama sehingga fungsi jaringan tidak terganggu. Akan tetapi
kemampuan regenerasi jaringan tidak selalu sama pada tiap jaringan, ada
jaringan yang mudah mengadakan regenerasi ada pula yang sukar (14).
Kanker terjadi pada satu sel tertentu ketika terjadi penyimpangan
dari pola perilaku sel yang normal. Kanker terjadi sebagai akibat dari
mutasi yang terjadi pada DNA atau pada gen-gen dar sel-sel tertentu.
Mutasi ini terjadi secara terus menerus sehingga sel tidak lagi berfungsi
secara normal karena proses perindungan dan perbaikan yang sangat
penting fungsinya dalam sel-sel itu, yaitu proses-proses yang
mengendalikan kegiatan sel dan mengendalikan apoptosis itu sendir,
menjadi kacau. Akibatnya sel tidak mati seperti yang seharusnya dan
justru terus melakukan pembelahan diri secara terus menerus, yang
seringkali terjadi dengan kecepatan tinggi, sehingga menghasilkan kanker.
Ini bisa terjadi dengan sangat cepat sehingga mengalahkan pembelahan
sel yang terjadi pada sel-sel normal dan membuat sel-sel normal menjadi
sangat sedikit atau terdesak karena tidak mendapatkan ruang. Ini bisa
menimbulkan gangguan pada fungsi dar jaringan atau organ yang
mengalami kanker, Dalam banyak jenis kanker, perubahan tersebut
membuat sel kanker bisa mengalami metastasis atau penyebaran ke

bagian tubuh yang lain melalui aliran darah atau aliran limfe (11).




Sel normal
Diperoleh dari /' Perbaikan DNA
lingkungan agen yang berhasil
perusak DNA, ;
kimia, radiasi, Kerusakan Mutasi diturunkan
dan virus DNA dalam :
Perbaikan DNA - gen-gen yang
yang gagal +——— menyerang
perbaikan DNA
Mutasi dalam - gen yang
genom sel * menyerang sel
somatik pertumbuhan atau
‘h‘""“*-‘ apoptosis
Mengaktifkan Mengdganti Menonaktifkan
onkogen yang gen yang gen suppresor
meningkatkan mengatur kanker

Memperlihatkan hasil gen yang sudah
diganti dan hasil gen pengatur yang hilang
Perluasan salinan
v
Mutasi timbahan (progresif)
Heterogeniti
MNeoplasia ganas
(kanker)

Gambar 1, Skema proses terjadinya kanker (Sumber; Price SA, Wilson LM, Pafofsioiogl
Konsep Klinls Proses-Proses Penyakil. Ed. 6. Terjemahan oleh Brahm U. pendi,
Hurlawati Hartono, Pita Wulansari, dan Dewi Asih Mahanani. Penerbit Buku Kedokteran.
Jakarta, 2008. hal. 151)

Bila ada kerusakan gen, tubuh berusaha memperbaiki transkripsi
gen yang rusak tersebut. Transkripsi yaitu proses perubahan DNA menjadi
mRNA yang berlangsung di dalam inti sel. Kerusakan franskripsi dapat
diperbaiki dengan adanya gen perbaikan DMNA. Gen perbaikan DNA

adalah gen yang mengatur mekanisme yang digunakan sel untuk
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memperbaiki kerusakan yang terjadi pada DNA. Kerusakan pada DNA ini
bisa terjadi karena mutasi, karena kesalahan dalam penyalinan atau
penggandaan DNA, atau kesalahan di dalam sintesa DNA. Kerusakan
DNA itu bisa juga disebabkan oleh adanya gangguan dari luar seperti
ketika orang yang bersangkutan terkena radiasi atau tubuhnya
kemasukan bahan yang akfif secara metabolis. Ada dua jenis mekanisme
yang terjadi dalam proses perbaikan DNA, yaitu NER (Nucleotida Excision
Repair) dan perbaikan terhadap kesalahan dalam pemasangan.
Mekanisme NER digunakan untuk mengenali dan memperbaiki bagian-
bagian dalam DNA yang mengalami kerusakan. Sementara perbaikan
terhadap kesalahan pemasangan adalah lapis pertahanan kedua yang
digunakan untuk memperbaiki DNA-DNA yang rusak tapi lolos dari
mekanisme NER tadi. Bila transkripsi gen itu dapat diperbaiki dengan
sempurna, maka pada replikasi sel berikutnya terbentuklah sel baru yang
normal. Tetapi bila tidak dapat diperbaiki dengan sempurna maka akan
terbentuk sel baru yang abnormal, yaitu sel yang mengalami mutasi, atau
transformasi, yang lama kelamaan dapat menjadi sel kanker (11,15).
Il.1.4 Penyebaran Kanker

Kanker payudara sering timbul pada kelenjar susu dar jaringan
payudara. Penyebaran kanker payudara terjadi dengan invasi langsung ke
parenkim payudara sepenjang duktus mamaria, pada kulit permukaan,
dan meluas melalui jaringan limfatik payudara (8). Proses penyebaran

(metastases) terjadi karena ada interaksi antara sel kanker dengan sel
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tubuh normal penderita. Sel-sel tubuh mempunyali daya tahan, baik

mekanis maupun imunologis, sedangkan sel kanker mempunyai daya

untuk mengadakan invasi, mobilisasi, dan metastasis (1).

Kanker payudara berdasarkan serangannya terbagi menjadi 2 (2) :

1. Kanker payudara invasif

Sel kanker merusak saluran dan dinding kelenjar susu serta
menyerang lemak dan jaringan konekfif payudara di sekitarnya.
Kanker dapat bersifat invasif (menyerang) tanpa selalu menyebar
(bermetastasis) nodus limfe atau ke organ lain dalam tubuh.

2. Kanker payudara noninvasif

Sel kanker berada pada saluran susu dan tidak menyerang lemak dan
jaringan konektif payudara di sekitarnya.
FPada proses metastases, sel kanker menginvasi dan masuk ke
dalam pembuluh darah dan akan (1) :

1. Terhenti pada suatu tempat dan menempel pada endothel pembuluh
darah.

2. Sel kanker merusak membran basal dan mairiks pembuluh darah.
Setelah melekat pada endothelial membran sel basal, sel kanker
tersebut akan mengeluarkan enzim seperti protease yang dapat
merusak membran basal sehingga sel kanker dapat ke luar dar
pembuluh darah,

3. Sel kanker migrasi ke jaringan ekstravaskuler.

4. Sel kanker merangsang pertumbuhan pembuluh darah baru.




el T e | e T e, S ol it ke 2L

e o e e e e iy e

12

1.2 Imunitas Tubuh

Ketika kekebalan tubuh manusia kuat, sel-sel kanker akan rusak
dan dicegah dari pembiakan dan pembentukan kanker (2). Karena itu
sistem imun yang normal harus mampu mengenali sel-sel abnormal
tersebut dan memusnahkannya. Bila antigen masuk ke dalam tubuh,
tubuh akan mengaktifkan sistem imun untuk melawan antigen tersebut. Di
dalam inti sel gen yang menyandi sistem imun akan merangsang proses
transkripsi dengan mengubah DMNA menjadi mRNA dan dikeluarkan ke
sitoplasma menuju ribosom. mRNA yang membawa kode genetik untuk
sistem imun akan mengalami proses franslasi yang mengubah mRNA
menjadi protein. Protein yang dihasilkan akan bekerja sebagai sistem
imun untuk melawan antigen tersebut. Fungsi sistem imun merupakan
fungsi protektif dengan mengenal dan menghancurkan sel-sel abnormal
tersebut sebelum berkembang menjadi tumor atau membunuhnya jika
tumor itu sudah tumbuh (6,15,186).

Sel kanker dikenal oleh tubuh sebagai bahan asing, sehingga
mekanisme imunologi tubuh akan bereaksi secara humoral maupun
seluler. Tubuh mempunyai kemampuan immunosurveillance, yaitu suatu
mekanisme yang digunakan oleh tubuh untuk bereaksi melawan setiap
antigen yang diekspresikan oleh semua sel kanker maupun sel yang
bermutasi untuk mencegah perkembangan sel kanker tersebut, namun
terkadang terjadi imunological escape yaitu sel kanker luput dari

pengawasan sistem imun, sehingga terjadilah kanker (3, 4).
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Il.2.1 Monosit/Makrofag

Fagosit mononuklear terdiri dari monosit dan 'Il"na.lkrufag- Sel-sel
monosit yang diproduksi dalam sumsum tulang akan m:aauh ke dalam
pembuluh darah. Setelah 24 jam, sel monosit akan bermigrasi dari
peredaran darah ke tempat tujuan di berbagal jaringan untuk
berdiferensiasi sebagai makrofag. Sel kupffer adalah makrofag dalam hati,
histiosit dalam jaringan ikat, makrofag alveolar di paru, sel glia di otak, dan
sel langerhans di kulit (5).

Salah satu sistem imun yang berperan dalam melawan sel kanker
yaitu makrofag. Makrofag merupakan fagosit mononuklear yang berperan
pada sistem imun nonspesifik. Makrofag berperan sebagai Antigen
Precenting Cell (APC) dan apabila diaktifkan maka akan mempunyai
kemampuan untuk mengenal atau membedakan sel-sel tumor dari sel-sel
normal. Selain itu, teraktifasinya makrofag juga akan mengeluarkan Tumor
Necrosis Factor a (TNF-a) yang secara langsung akan membunuh sel
kanker (5,17).

11.2.2 Sitokin

Sitokin yaitu protein yang diproduksi oleh banyak jenis sel yang
berperan dalam inflamasi dan reaksi imun. Sitokin merupakan protein
sistem imun yang mengatur interaksi antar sel dan memacu reaktifitas
imun, balk pada imunitas nonspesifik maupun sistem imun spesifik.
Aktivitas sitokin dapat lokal maupun sistemik. Sebagian besar sitokin

beraksi dekat dengan tempatnya diproduksi, baik dapalam sel yang
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memproduksinya (autocrine action), maupun pada sel yang letaknya
berdekatan (paracrine action). Bila diproduksi dalam jumlah banyak,
sitokin dapat masuk dalam sirkulasi dan bekerja secara sistemik
(endocrine action) (5,6).

TNF-a merupakan salah satu produk dari sitokin yang berfungsi
untuk menghancurkan sel-sel tumor dan menghambat penyebaran sel
kanker, TNF-a terdapat pada semua jenis sel mamalia. Dinamakan TNF-a
karena kemampuannya dalam menghancurkan tumor, Pada penderita
kanker dengan berbagai macam tipe kanker terdapat sirkulasi TNF-a yang
sangat tinggi. Selain itu, sirkulasi TNF-a yang sangat tinggi telah di-
korelasikan dengan stadium tumor, tingkat komplikasi, dan waktu bertahan
hidup yang singkat pada penderita kanker (18,19).

TNF-a diproduksi oleh berbagai jenis sel termasuk makrofag, sel T,
sel B, sel NK, dan sel kupfer. Inflamasi yang berat dapat memicu produksi
TNF-a dalam jumlah besar yang akan menimbulkan reaksi sistemik (5),
TNF-a bersama-sama dengan IFN-y bersifat sitotoksik bagi banyak jenis
sel tumor. TNF-o berefek antitumor dan melalui efek sitotoksik sel
makrofag dapat mematikan sel tumor atau menghambat proliferasinya,
sehingga menyebabkan nekrosis tumor. Selain itu TNF-a juga dapat
memutus aliran darah tumor, memacu reaksi inflamasi hospes, stimulasi

produksi antibodi sitotoksik spesifik tumor (6,16).
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I.3. Teknik PCR

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah salah satu teknik biologi
molekuler untuk memperbanyak jumlah DMNA secara in-vitro dengan
menggunakan enzim polymerase dan perubahan temperatur. Teknik PCR
ini merupakan cara yang sangat sensitif dan spesifik dalam menentukan
urutan DNA sel dan banyak digunakan sebagai alternatif dalam
menegakkan diagnosa penyakit yang disebabkan oleh bakteri, virus, dan
parasit lain. Selain itu teknik PCR ini digunakan secara luas dalam
menentukan urutan DNA yang mengekspresikan sifat-sifat keturunan dan
penyakit yang berhubungan dengan kelainan genetik (7,20).

Tujuan utama dari teknik ini adalah untuk memperbaiki sensitivitas
uji yang berdasar pada asam nukleat dan untuk menyederhanakan
prosedur kerjanya melalui automatisasi dan bentuk deteksi non isotopik.
Teknik amplifikasi in vitro sangat beragam dan secara konstan mengalami
transisi, oleh karena itu perlu klasifikasi untuk memudahkan pemaharman
teknik ini dan agar cukup fleksibel bila ada perubahan (20).

Teknik ini pertama kali dikembangkan pada tahun 1985 oleh
B. Mullis, seorang peneliti di perusahaan CETUS Corporation. Pada awal
perkembangannya metode ini hanya digunakan untuk melipatgandakan
molekul DNA, tetapi kemudian dikembangkan lebih lanjut sehingga dapat
digunakan pula untuk melipatgandakan dan melakukan kuantitasi molekul
mRNA. Teknik PCR sangat sensitif. Sensitivitas tersebut membuatnya

dapat digunakan untuk melipatgandakan satu molekul DNA, memisahkan
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gen-gen berkopi tunggal dari sekelompok sekuen genom serta dapat
diperoleh pelipatgandaan suatu fragmen DNA sebesar 200.000 kali
setelah dilakukan 20 siklus reaksi selama 220 menit (Mullis dan Faloona,
1989), hal ini menunjukkan bahwa pelipatgandaan suatu fragmen DNA
dapat dilakukan secara cepat (21).

Selain itu, PCR juga untuk menganalisa mRNA, tetapi karena RNA
tidak dapat digunakan sebagal template untuk membuat kopi, terlebih
dahulu perlu dilakukan transkripsi balik (reverse transcriptase) terhadap
molekul mRNA sehingga diperoleh molekul cDNA (complementary DNA)
dari mRNA yang bersangkutan. Molekul cDNA tersebut kemudian
digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR. Setelah itu dilakukan
amplifikasi PCR. Gabungan kedua teknik tersebut disebut Reverse
Transkriptase PCR (RT-PCR) (6,21).

11.3.1. Ekstraksi RNA

Dalam teknik PCR ini untuk mendapatkan DNA atau RNA dari
sampel perlu dilakukan ekstraksi teriebih dahulu. Ekstraksi dapat di-
lakukan dengan metode boom. Kelebihan dari metode boom yaitu: (7,22)

1. Dapat dilakukan ekstraksi dan pemurnian baik DNA maupun RNA, dari
sampel yang akan dianalisa.

2. sampel yang digunakan dapat dalam jumlah yang kecil dan
membutuhkan waktu ekstraksi yang tidak lama,

Pada tahap awal dari ekstraksi RNA yaitu melisiskan sel farget

dengan menggunakan buffer L6 yang berisi yang berisi GUSCN, Tris HCI
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pH 6,4, dan Triton X-100. Buffer L6 berfungsi untuk melisiskan dinding sel
sehingga RNA yang terdapat di dalam sampel akan keluar. Setelah sel
target lisis, mMRNA akan bergabung dengan partikel silika atau diatom yang
bersifat berpori-pori. Pada konsentrasi GuSCN yang meningkat, DNA
maupun RNA akan berikatan secara spesifik dengan partikel silika. Pada
prosedur ini, pencucian dilakukan dengan menggunakan buffer L2, etanol,
dan aseton. L2 yang mengandung GuSCN, dan tris HCI pH 6,4 berfungsi
untuk menghilangkan Triton X-100 pada buffer L&. Etanol berfungsi untuk
menghilangkan guanidium pada buffer L6 dan buffer L2 dan aseton
berfungsi untuk menguapkan zat cair yang ada pada diatom. Tahap
terakhir dari proses ekstraksi yaitu penambahan destilat water untuk
membentuk suspensi RNA yang selanjutnya hasil ekstraksi sudah dapat
digunakan untuk amplifikasi dengan RT-PCR (22,23,24).

11.3.2. Amplifikasi dengan teknik RT-PCR.

Pada tahap awal amplifikasi, RNA vyang telah diekstraksi
ditambahkan PCR mix. PCR mix merupakan campuran yang ferdiri atas
enzym reverse f{ranskriptase, dNTPs (deoxynuclectida triphosphates)
enzym Tag polymerase, primer, larutan buffer, dan aquadest steril. Prinsip
dasar dari amplifikasi dengan menggunakan teknik RT-PCR yaitu
teradinya proses transkripsi balik dari molekul mRNA menjadi cDNA
{complementary DNA) yang melibatkan enzim reverse transkriptase dan
dNTPs. dNTPs merupakn bahan pembangun molekul asam nukleat yang
terdiri atas dATP (deoxyadenosine triphosphates), dTTP (deoxythymidine
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triphosphates), dGTP (deoxyguanosine friphosphates), dan dCTP
(deoxycytosine triphosphates) (7,22,25).

Salah satu tahapan dari PCR adalah denaturasi dengan
menggunakan suhu tinggi yaitu 85°C maka diperlukan suatu enzim DNA
polymerase yang tetap aktif meskipun mengalami inkubasi pada suhu
tinggi. Salah satu enzim DNA polymerase yang biasa digunakan yaitu Tag
DNA polymerase. Kelebihan enzim Tag DNA polymerase yaitu enzim ini
tahan terhadap suhu tinggi yang diperiukan untuk memisahkan rantai
DNA. Dengan kelebihan semacam ini tidak diperiukan penambahan enzim
pada tiap-tiap siklus pada PCR (21).

Setelah pemisahan DNA menjadi untai tunggal, selanjutnya tahap
annealing yaitu pengikatan primer dengan untai-DNA yang sesuai pada
suhu 56°C. Dengan menggunakan primer yang tepat maka dengan
sendirinya primer tersebut akan bergabung dengan salah satu untaian
tunggal DMA. Primer yang digunakan mempunyal panjang 21 pasangan
basa (bp) dan merupakan susunan dari oligonukleotida yang disintesa,
Primer ini digunakan secara berpasangan dimana primer yang pertama
sering disebut “forward primer” sedangkan primer yang kedua sering
disebut sebagai "reverse primer’. Selanjutnya tahap elongating yaitu
perpanjangan ikatan antara primer dengan untai DNA yang telah terikat,
pada suhu 72°C. Proses selanjutnya diulangi sebanyak 40 siklus,
sehingga akan diperoleh DNA yang spesifik dalam jumiah secara

exponensial (7,21,23),
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11.3.3. Elektroforesis

Elektroforesis DNA merupakan teknik untuk memisahkan sampel
DNA berdasarkan atas ukuran (berat molekul) dan struktur fisik
molekulnya. Molekul akan bergerak pada suatu medan listrik, kecepatan
molekul yang bergerak pada medan listrik tergantung pada muatan,
bentuk, dan ukuran (23).

Molekul DNA bermuatan negatif sehingga di dalam medan listrik
akan bermigrasi melalui matriks gel menuju kutub positif (anode). Makin
besar ukuran molekulnya, makin rendah laju migrasinya (23).

Berat molekul suatu fragmen DNA dapat diperkirakan dengan
membandingkan laju migrasinya dengan laju migrasi fragmen-fragmen
molekul DNA standar (DNA marker) yang telah diketahui ukurannya.
Visualisasi DNA selanjutnya dilakukan di bawah paparan sinar ultraviclet
setelah terlebih dahulu gel dalam pembuatannya ditambahkan larutan
etidium bromida. Hasil elektroforesis akan tampak berupa pita atau band
yang berpendar. Pengukuran ini merupakan pengukuran secara
semikuantitatif sehingga yang menjadi ukuran adalah intensitas dar band

DNA yang terbentuk. Semakin tinggi intensitasnya menunjukkan semakin

tinggi gen yang diekspresikan (23).
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PELAKSANAAN PENELITIAN

.1 Desain Penelitian
Penelitian dilakukan secara deskriptif dengan menggunakan uji
PCR untuk melihat adanya ekspresi gen TNF-o yang terdapat pada

jaringan kanker dan darah orang normal.

.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dimulai pada bulan Movember 2009 dan dilakukan
pada dua tempat, yaitu :
1. Rumah Sakit dr. Wahidin Sudirohusodo di Makassar untuk
pengambilan sampel yang berasal dar penderita kanker payudara.
2. Laboratorium Biclogi Molekuler Bagian Mikrobiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Hasanuddin Makassar untuk uji PCR.

lll.3 Subjek dan Cara Pemilihan Subjek Penelitian

Subjek penelitian adalah semua populasi terjangkau yang memenuhi
kriteria subjek penelitian dan dipilih sesuai dengan urutan sampel yang
masuk ke [aboratorium Biclogi Molekuler Bagian Mikrobiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Hasanuddin Makassar.

lll.4 Kriteria Sampel
Kriteria sampel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu

Penderita yang telah didiagnosa menderita kanker payudara.

20
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.5 Jenis Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah jaringan kanker
dan darah vena orang sehat yang telah setuju untuk dilkutkan dalam
penelitian ini, sebanyak 10 sampel dengan teknik pengambilan sampel

perdasarkan kejadian atau kemunculannya dan pada saat itu juga.

li.6 Definisi Operasional
Berbagai istilah yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

1. Kanker payudara adalah tumor pada payudara yang telah didiagnosa
oleh dokter ahli bedah onkologi.

2. TNF-a yang dilihat ekspresinya adalah produk amplifikasi DNA
dengan metode RT-PCR (Reverse Transkripsi PCR) yang dilihat
dalam bentuk band/pita.

3. PCR adalah teknik amplifikasi/penggandaan fragmen DNA dengan

menggunakan enzim Polimerase dan primer DNA.

lll.7 Alat dan Bahan Penelitian
lIl.7.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan yaitu alat elekiroforesis, alat gel doc,
mesin PCR, gyrofary shaker, inkubator, pipet 1000 ul, 100 ul, dan 10 ul,
sentrifus, vortex, dan waterbath.
1ll.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel jaringan

kanker payudara, sampel darah vena orang sehat, buffer L8, suspensi

(\ N\
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diatomn, buffer L2, etanol 70%, aseton, destilat water, PCR mix, ethidium

bromida, gel agarose 2%, mikrocup, tabung eppendorf, primer yang terdiri

atas:

1. TNF-a : 5-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT-3' dan 5-GCCAGAGGGC
TGATTAGAGA-3'

2. B-actin : 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-Y dan 5-CTCCTTAATG
TCACGCACGATTTC-3',

.8 Prosedur Kerja
I1.8.1 Pengambilan sampel

Sampel berupa jaringan kanker payudara dan darah vena dari
orang sehat, masing-masing dimasukkan pada mikrocup yang berisi
larutan buffer L&,

lli.8.2 Pemeriksaan PCR
a. Ekstraksi RNA TNF-a yang berasal dari jaringan kanker payudara
dengan metode Boom.

Sebanyak 1 irisan sampel jaringan kanker dari penderita kanker
payudara dimasukkan ke dalam mikrocup lalu ditambahkan 800 pl larutan
L6 dan dihomogenkan pada gyrofary shaker. Campuran disentrifus
dengan kecepatan 12000 rpm selama 10 menit, lalu ditambah 20 pl
suspensi diatom kemudian dilakukan vortex dan disentrifuse di dalam
tabung eppendorf dengan kecepatan 12000 rpm selama 15 detik,
Supernatan dipisahkan dan dicuci dengan larutan L2, Selanjutnya

pencucian dilakukan sebanyak 2 kali dengan menggunakan larutan L2
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dan dilanjutkan dengan etanol 70% sebanyak 2 kali dan aseton 1 kali,
Setelah itu dipanaskan dalam suhu 56°C pada waterbath selama 10 menit
dan ditambahkan 60 pl destilat water kemudian dilakukan vortex. Tabung
eppendorf tersebut diinkubasi dalam waterbath pada suhu 56°C selama
10 menit. kemudian disentrifus dengan kecepatan 12000 rpm selama 30
detik dan dipindahkan ke dalam tabung eppendorf yang baru. Supernatan
darl proses ini merupakan hasil ekstraksi yang mengandung RNA dan
disimpan pada suhu -20°C untuk dilakukan analisa PCR.

b. Ekstraksi RNA yang berasal dari darah vena orang sehat dengan

metode Boom.

Sebanyak 100ul sampel darah vena orang sehat dimasukkan ke
dalam mikrocup lalu ditambahkan 200 pl larutan L6 dan dihomogenkan
pada gyrotary shaker. Campuran disentrifus dengan kecepatan 12000 rpm
selama 10 menit, lalu ditambah 20 pl suspensi diatom kemudian dilakukan
vortex dan disentrifuse di dalam tabung eppendorf dengan kecepatan
12000 rpm selama 15 detik. Supematan dipisahkan dan dicuci dengan
larutan L2, Selanjutnya pencucian dilakukan sebanyak 2 kali dengan
menggunakan larutan L2 dan dilanjutkan dengan etanol 70% sebanyak 2
kali dan aseton 1 kali. Setelah itu dipanaskan dalam suhu 56°C pada
waterbath selama 10 menit dan ditambahkan 60 pl destilat water
kemudian dilakukan vortex. Tabung eppendorf tersebut diinkubasi dalam
walerbath pada suhu 56°C selama 10 menit, kemudian disentrifus dengan

kecepatan 12000 rpm selama 30 detik dan dipindahkan ke dalam tabung
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eppendori yang baru. Supernatan dan proses ini merupakan hasil
ekstraksi yang mengandung RNA dan disimpan pada suhu -20°C untuk
dilakukan analisa PCR.

c. Amplifikasi RNA TNF-a dengan teknik RT-PCR.

Hasil ekstraksi RNA sebanyak 2,5 pl ditambah 22,5 pl PCR mix dan
dimasukkan ke dalam tabung 250 pl. Tabung dimasukkan dalam mesin
PCR. Program amplifikasi dibuat dan berangsung sampai 40 siklus, yang
tiap siklus terdiri dari :

1. Denaturasi dengan jalan pemisahan dari pasangan untai-DNA, pada
suhu 95°C selama 30 detik.

2. Annealing yaitu pengikatan primer dengan untai-DMA yang sesuai
pada suhu 56°C selama 30 detik.

3. Elongating yaitu perpanjangan ikatan antara primer dengan untai DNA
yang telah terikat, pada suhu 72°C selama 30 detik.

Hasil PCR kemudian dianalisa dengan menggunakan metode
elektroforesis.

d. Analisa hasil PCR dengan metode eketroforesis menggunakan 2%
gel agarose.

Kedalam tangki elekiroforesis, dimasukkan produk amplifikasi yang
ditambahkan larutan loading (ethidium bromide) sebanyak 2 pl lalu
dimasukkan ke dalam sisir sumur-sumur yang telah berisi 2 % gel
agarose. Elektroforesis dijalankan dengan electrode 220 volt sehingga

DMA akan bergerak ke kutub positif. Hasil elektroforesis dapat dilihat
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dengan bantuan lampu ultraviolet, pita DNA dapat divisualisasikan dengan
kamera. Pita DNA dari sampel dibandingkan dengan pita internal control
B-actin. Bila terletak pada jumlah basa (bp) yang sama sebanyak 123 bp

maka sampel yang di tes adalah TNF-q.
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IV.1 Hasil Penelitian

Pada tabel 1 menunjukkan hasil pemeriksaan dari sampel |

BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

kanker payudara dengan jumlah sampel sebanyak 10 sampel.

Tabel 1. Hasil penelitian sampel jaringan kanker payudara

=
=]

. Nama | Jenis Kelamin Umur Ekspresi gen TNF-g |
L3 MG F 52 +3
2 AN F 41 +3
3 ED F 58 e
4 RS F 51 +4
3 sL F 49 +4
& CT F 56 +5
7 SH F 44 +5
8 FT F 49 +4
9 RM E 44 +3
10 AB F 80 +3

Fada tabel 2 memperlihatkan data dari ekspresi gen TNF-a pada

sampel jaringan kanker payudara dimana nilai +3 sebanyak 4 crang, +4

sebanyak 4 orang, dan +5 sebanyak 2 orang.

Tabel 2. Dala ekspresi gen TMNF-0 pada sampel jaringan kanker payudara

No. RNA TNF-a (x) Frekuensi (f)
1. +1 0

2. +2 i

3. +3 4

3 +4 4

5. +5 2

TE=10
26
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Berdasarkan data tersebut, dilakukan perhitungan mean ekspresi
gen TNF-a dari masing-masing sampel penderita kanker payudara. Mean

dari sampel penderita kanker payudara yaitu 3.8 (lihat lampiran VII).

[ T R TTRT . = o — .
Gambar 2. Hasil pemeriksaan PCR pada sampel arngan kanker payudara

| G

Gambar 2 menunjukkan hasil PCR pada sampel jaringan kanker
payudara. Pada sampel 3, 4, 5, 6, 7, dan 8, pita DNA yang terbentuk lebih
tebal dibandingkan sampel 1, 2, 9, dan 10.

Pada tabel 3 menunjukkan hasil pemeriksaan dari sampel darah

vena orang sehat dengan jumlah sampel sebanyak 10 sampel.

Tabel 3. Hasil penelitian sampel darah vena orang sehat

i ————

No. Nama Jenis Kelamin Umur Ekspresi Gan TNF-a
1 RL F 47 +2
2 EM F 45 +2
3 KM F 53 +1
4 cL F ] 45 +2
& JH F 58 +1
B KH F 51 1
T BH F A +5
8 18] F 58 +2
8 LB F 47 +5
10 MP F £3 42
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Pada tabel 4 memperiihatkan data dari ekspresi gen TNF-a pada
sampel jaringan kanker payudara dimana nilai +1 sebanyak 3 orang, +2
sebanyak 5 orang, dan +5 sebanyak 2 crang.

Tabel 4. Data ekspresi gen TNF-o pada sampel darah orang sehat

Mo. RMA TNF-a (x) Frekuensi (f)
1. +1 3
2. +2 7]
3. +3 a
4, +d 0
b, +5 2
50=10

Berdasarkan data tersebut, dilakukan perhitungan mean ekspresi gen
TMF-a dari masing-masing sampel darah orang sehat. Mean dari sampel

darah orang sehat, yaitu 2,3 (lihat lampiran VIl}.

T LAt il dsaia 2amconls

Gambar 3. Hasil PCR sampel darah vena orang sehal

Gambar 3 menunjukkan hasil PCR pada sampel darah vena orang
sehat. Pada sampel 1, 2, 3, 4, 5, 6, B dan 10 pita DNA yang terbentuk

lebih tipis dibandingkan sampel 7 dan 9.
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Pada tabel 4 memperlihatkan data dari gkspresi gen TNF-0 pada
sampel jaringan kanker payudara dimana nilai +1 sebanyak 3 orang, *+2
sebanyak 5 orang, dan +5 sebanyak 2 orang.

Tabel 4, Data ekspresi gen TNF-a pada sampel darah orang sehat

Na. RNA THF-a (%) Frekuensi (f)
1. +1 3
2 +2 5
3. +3 0
i, +4 0
5. +5 2
51=10

Berdasarkan data tersebut, dilakukan perhitungan mean ekspresi gen

TNF-a dari masing-masing sampel darah orang sahat. Mean dari sampel

darah orang sehat, yaitu 2,3 (iihat lampiran Vi)

—| RET
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Gambar 3. Hasil PCR sampel darah vena orang sehat

Gambar 3 menunjukkan hasil PCR pada sampel darah vena orang
sehat Pada sampel 1, 2, 3, 4, §, 6, 8 dan 10 pita DNA yang terbentuk

lebih tipis dibandingkan sampel 7 dan 9.
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V.2 Pembahasan

Penelitian ini dilakukan pada bulan November 2009 sampai Januari
2040 untuk mendeteksi ekspresi gen TNF-a dari kanker payudara dengan
menggunakan teknik Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR). Pada
penelitian ini digunakan teknik RT-PCR karena yang akan dideteksi
adalah mRMA dari gen TNF-a, untuk melihat bagaimana TNF-a tersebut
diekspresikan atau dihasilkan sebagai sistem imun pada saat terjadi
kanker (24).

Pada pemeriksaan PCR digunakan internal kontrol B-actin untuk
melihat kualitas pemeriksaan dar PCR. B-actin merupakan housekeeping
gene yang diekspresikan oleh semua jenis sel. Housekeeping gene
digunakan sebagai standar internal dalam PCR karena umumnya ekspresi
dari housekeeping gene tidak dipangaruhi oleh kondisi eksperimental dan
selalu hadir dalam kondisi apapun (25).

Pada penelitian sampel yang digunakan hanya berasal dari wilayah
Makassar untuk mengurangi nilai bias dari sampel karena faktor keturunan
merupakan salah salu penyebab terjadinya kanker payudara. Ketika
seorang individu memiliki gen Yyang rusak, maka akan memiliki
kemungkinan besar untuk menimbulkan kanker, dimana gen yang rusak
tersebut diwariskan secara genetik dari orang tuanya. Faktor genetik
menyebabkan beberapa keluarga memiliki resiko lebih tinggi untuk

menderita kanker tertentu bila dibandingkan dengan keluarga lainnya (11).
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Penelitian ini menggunakan sampel dari janngan kanker payudara
dan sampel dari darah orang sehat pada perempuan yang berumur diatas
40 tahun. Hal ini karena perempuan paling sering menderita kanker
payudara dibandingkan laki-laki. Sebab utama dari kanker payudara pada
perempuan diperkirakan karena perempuan lebih banyak memproduksi
hormon estrogen dibandingkan laki-laki (8). Hormon estrogen berfungsi
merangsang pertumbuhan sel yang cenderung mendorong terjadinya
kanker, sedangkan progesteron melindungi terjadinya pertumbuhan sel
yang berlebihan. Ada kecenderungan bahwa kelebihan hormon estrogen
dan kekurangan progesteron menyebabkan meningkatnya risiko kanker
payudara (2).

Pada penelitian digunakan sampel darah vena dari orang sehat
karena TNF-o diproduksi pula oleh monosit. Monosit merupakan nama
jain dari makrofag di dalam darah. Sesual dengan teori bahwa sel-sel
monosit yang diproduksi dalam sumsum tulang akan masuk ke dalam
pembuluh darah. Setelah 24 jam, sel monosit akan berimigrasi dar
peredaran darah ke tempat tujuan di berbagai jaringan  untuk
berdiferensisi sebagai makrofag (5). Sehingga TNF-a dapat ditermukan di
jaringan, yang diproduksi oleh makrofag, dan terdapat pula di dalam
darah, yang diproduksi oleh monosit.

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan bahwa pada penderita
kanker payudara terjadi peningkatan ekspresi dar gen TNF-a

dibandingkan dengan orang sehat Hal ini sesuai dengan teori yaitu
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inflamasi yang berat memicu produksi TNF-a dalam jumlah besar (5).
Teraktifasinya makrofag akan mengeluarkan TNF-a yang secara langsung
membunuh sel kanker, sehingga lebih banyak ditemukan TMF-a pada
jaringan kanker dibandingkan pada darah orang sehat (16). Tetapi pada
sampel 7 dan 9 terjadi peningkatan dari ekspresi gen TNF-a yang berada
pada level +5, hal ini kemungkinan gen TNF-a telah terekspresikan di

dalam tubuh tetapi belum menunjukkan gejala.
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LAMPIRAN |

Skema Alur Penelitian

Penderita kanker payudara Orang sehat—l

l

l

mRNA TNF-a
l THNF-a
RT-PCR |,
B-actin
L
l_l:'aning'r:.a'tan ekspresi l Mormal j Penurunan ekspresi
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LAMPIRAN II

DNA Manusia untuk TNF-a
>tnf-a mRna-AK314960

1 agacgelece cageaagga cageagagga ceagelaaga gggagagaag caactacaga
1 cocccoclga aaacaaccel cagacgecac alccocigac aagelgooag geaggticte
121 ttecteteac atactgacee acggetecac cotclcteoe ciggasagga caccalgage

181 actgaaagea tgatccggga cglggagely gecgaggagg cgetocceaa gaagacagan
241 gggeeccagg getccaggeg gigctightc ctgagectat tetecticct galeglogea

301 ggegecacca cgetetictg cotgetgeac titggagtga tcggececca gagggaagag
361 ttccccagog acclelctet aatcagecct cigge coagy cagtcagate alctictega

421 accccgagly acaagecigt ageecalgtt gtagcaaacc clcaagelga ggggcagelc
481 cagtggetga accgecggge caatgeects clggecaatg geglggagdt gagagatasc
541 cagclggtog tgccatcaga gggeeiglac cleatetact cocaggteet ciicaagaae

601 caaggetgee colocaccoa tgtgctectc accocacacca tcagcogeat cgoeglotcc

661 taccagacca aggicaacct ccictelgec alcaagagee cclgecagag ggagacccca
721 gagogggety aggecaagee clggtalgag cocatclalc toggagaget cttccagetg
781 gagaagggty accgactcag cgclgagatc aalcggeceg actatcicga cittgecgag
B41 tctgggeagg tetacttigg gatcatigee cigtga

Forward . cagmi-::ﬁct::cttmgat

Reverse . gc:agagggntgaﬁagaga

TGTGTMTCAGEEGTETGGG {Complementary Reverse)
il

a




A3
> best B-actine X00351 K *""*m:* ; "‘”J}
1 ttgcegates gecgecegic cacaccogee gocagetcac calggatgat ga;al}.:gmgﬂh:- tgm\
61  cgetegtegt cgacaacgge tecggeatgl geaaggeegg mamﬂﬂﬂﬂaﬂﬂﬂgﬂm ":L Ei:..-.’-";
121 coogggeogt cliccectcs atcatanagc geccragaca ceagagesto ggig99ca A
181  tgggicagea ggattcetat gigggenacy aggeccagag caagagagge alcelcacce
241 tgaagtacce catcgageac ggcatcgica coaaciggga cgacatggag saaatctgge
301 accacacct clacaalgag cigogtgtog cloccgagga geaccoogly clgotgaceg
361 aggeccooot gaaccocaag gocaaccgog agaagatgac ccagatcalg tigagaccl
421 teaacaccce agocatgtac gttgotatce aggetgtget atceclghac gectetggec
481 gtaccactgg catcgigatg gactceggty acggggteac coacactghy cecatclacg
541 aggogtalge coteccoeat gocatectge gielggacet ggctygecag gacctgacty
601 actacctcat gaagalccte accgagegeg getacagelt caccaccacy gecgageaod
661 aaalcqloc tgacattasg gagaagetgt golacgtege coiggactic gageaagags
721  tggecacgge tgeticcage toctooctgy ageagageta cgagetgect gacggccagg
781 tcatcaccat tggcaatgag cggticoget goectgagge acicttccag ccitectice
841 tgggcatgga glectglgge atccacgaaa clacchicaa clecatcalg aagigtgacy
501 lggacatecg camagacctg lacgecaaca cagtgelgic 19gcggeact accafgtacc
961 ciggeatigc cgacaggalg cagaaggaga teactgecct ggeacccage acaatgaaga
1021 tcaagateal fgctoctoct gagogeaagt actceglaly gatcagegge lecatoolgg
1081 cclogcigtc caccticcag cagatglgga tcageaagea ggagtatgac gagtceggec
1141 cctecategt coaccgeaaa tgoticlagg cogactalga citagtigeg ttacaccctt
1201 tctigacaaa acclaactlg cgcagaaaac aagatgagat tggcatgget tatitglit
1261 fittigtitt gtittggitt ittt ttggetiga ctcaggatit asaaactgga
4371 acggtgaagg tgacagoagt cogitagage gagcatecece caaagitcac aalglgaccy
1381 aggacttiga tigcacattg Hgitititt aatagicatt ccaaatatga gatgeatigt
1441 lacaggaagh cocttgocat colaaaagoe accccacie tetctaagga gaafggocca




|-

1501 gleetelees aagtecacac aggggaggly atageattge titogtgtaa attatgtaat
1561 gcaaaatitt titaatcitc gecitaatac iiitttattt tgttttatit tgaatgatga

1621 gecttcgige coccoctice coctittigl cecccaactt gagatgtalg aaggeiiti
1681 gtctocelgg gaglgggtag aggeageeag ggottacctg tacactgact igagaceag!

1741 tgaataaaag lgcacaccit a

Forward : gtggggcgecccaggcacea
Reverse : ctecttaatgtcacgeacgattic
GAAATCGTGCGTGACATTAAGGAG (Complementary Reverse)

il
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LAMPIRAN I
Ekstraksi RNA TNF-a dari jaringan kanker payudara

dengan metode Boom

Dimasukkan irisan sampel jaringan ke dalam mikrocup + 800 ui buffer LS,
dihomogenkan

)
Disentrifus kecepatan 12000 rpm, 10 menit

!

Ditambahkan 20 pl suspensi diatom, vortex, disentrifus kecepatan 12000

rpm selama 15 detik
i
Dipisahkan supernatan
l
Endapan + 1 ml buffer L2

(divortex, sentrifus 15 detik, dibuang supernatan,tahap ini dilakukan 2 kali)

|
Endapan + 1 ml etanol 70 %

(divortex, sentrifus 15 detik, dibuang supernatan,tahap ini dilakukan 2 kali)

}
Endapan + 1 ml aseton

{divortex, sentrifus 15 detik, dibuang supematan,tahap ini dilakukan 1 kali)

1
Dimasukkan ke dalam waterbath 56°C, 10 menit
|
Ditambahkan 60 pl destilat water
(divertex, diinkubasi dalam inkubator 56°C 10 menit)
i
Disentrifus 1200 rpm, 30 detik
i
Dipindahkan ke tabung eppendroff baru
l
Diambil supermnatan sebagai hasil ekstraksi RNA

|
Disimpan pada suhu 20°C

40




LAMPIRAN IV
Ekstraksi RNA dari darah vena orang sehat
dengan metode Boom

Dimasukkan 100 ul sampel darah vena ke dalam mikrocup + 900 ul buffer
L6, dihomogenkan
l
Disentrifus kecepatan 12000 rpm, 10 menit
+
Ditambahkan 20 pl suspensi diatom, vortex, disentrifus kecepatan 12000
rpm selama 15 detik

i
Dipisahkan supematan

1
Endapan + 1 ml buffer L2
(divortex, sentrifus 15 detik, dibuang supematan tahap ini dilakukan 2 kali)
!
Endapan + 1 ml etanol 70 %
(divortex, sentrifus 15 detik, dibuang supemnatan,tahap ini dilakukan 2 kali)
!
Endapan + 1 ml aseton
(divortex, sentrifus 15 detik. dibuang supematan tahap ini dilakukan 1 kali)
}
Dimasukkan ke dalam waterbath 56°C, 10 menit
i
Ditambahkan 60 pl destilat water
{divorteyx, diinkubasi dalam inkubator 56°C 10 menit)

}
Disentrifus 1200 rpm, 30 detik

+
Dipindahkan ke fabung eppendroff baru

l
Diambil supernatan sebagai hasil ekstraksi RNA

4
Disimpan pada suhu 20°C

41
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LAMPIRAN Y
Amplifikasi RNA TNF-a dengan Teknik RT-PCR

2,5 pl hasil ekstraksi RNA + 22,5 pl PCR mix
|
Dimasukkan ke dalam tabung 250 i

|

Dimasukkan ke mesin PCR

1
Denaturasi, suhu 95°C, 30 delik

!
Anneling, suhu 56°C, 30 detik

1
Elongating, suhu 72°C, 30 detik

!
Hasil PCR dianalisa dengan elektroforesis

42




LAMPIRAN VI
Analisa Hasil PCR dengan Metode Elektroforesis

Hasil amplifikasi + 2 pl ethidium bromide
i
Dimasukkan ke dalam sumur-sumur gel elektroforesis

!

Dijalankan alat elektroforesis selama 1 jam
}
Hasil elektroforesis dilinat pada lampu ultraviolet
l
Pita DNA lalu dibandingkan dengan pita DNA kontrol TNF-a dan
internal control B-achin.,




LAMPIRAN WiI
Perhitungan Mean Ekspresi Gen TNF-a

1. Mean dari Sampel Jaringan Kanker Payudara

Thiox
I
Mean: x=
2 0
= (1L.0y+{2.00+{3.4)+(4.4)+(5.2)
10
= 38

2 Mean dari Sampel Darah Vena Orang Sehat

fll_'-f»..!ﬂ

=1

2

Mean : X =

a4
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LAMPIRAN VI

Foto Hasil Penelitian
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Cycle 1 ot 3 FRepe

at 1 of 1

Step 1 of 1: 95.0°C for 10:00

Rem. Time 09:32 Alg Temp 95.0¢
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