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ABSTRACT

The breast cancer is the most tumor malignant lead second cause of death among the female. Diagnostic and therapy
of the breast cancer are developed. The aim of the research to prove that the pathogenesis of the breast cancer is the
epigenetic concept. Design of the research are descriptive survey and true experimental descriptive post test only
control group design in vitro. This research use PCR technique, Immunohistochemistry, Chromogenic In Situ
Hibridisasi and Tunnel technique. The result and conclusion that on the breast cancer shown lost of band on 1000 Bp
until 1900 Bp. Both sample shown DNA metilation promotor RAR 8, on band 550 bp. To test of containing retinoid
acid on root and leave Taraxacum officinale used HPLC shown Rf 0,9059; 0.8941. To show the role of extract
Taraxacum officinale to suppressed breast cancer growth on the both sample shown expression of mRNA RAR f,
through apoptotic process.

Keyword : Taraxacum officinale, Demetilation DNA, Expressi RAR f,, breast cancer.

ABSTRAK

Saat ini, kanker payudara merupakan penyebab kedua kematian tertinggi pada wanita. Diagnostik serta pengobatan
penyakit kanker berkembang cepat. Teori diagnostik dan terapi masih menggunakan konsep genetik, teori epigenetik
belum banyak diungkap. Tujuan penelitian ini mengungkap peran teori epigenetik pada mekanisme terjadinya kanker
payudara, serta alternatif pengobatannya. Desain rancangan penelitian survei deskriptif dan eksperimental murni
deskriptif post test only control group design in vitro. Penelitian ini menggunakan teknik PCR, Immunohistokimia,
Chromogenic In Situ Hibridisasi, dan Tunnel. Hasil dan kesimpulan: penelitian awal menunjukkan pada kanker payudara
terjadi hilangnya RAR B, pada pita 1000 Bp sampai 1900 Bp pula terjadi proses DNA metilasi promotor RAR f, dengan
pita sebesar 550 Bp. Uji kandungan retinoid acid akar dan daun Taraxacum officinale didapatkan Rf 0,9059; 0,8941.
Penambahan ekstrak akar Taraxacum officinale pada sel kanker payudara terjadi ekspresi mRNA RAR B, pada kedua
sampel sebagai proses demetilasi, sehingga terjadi penurunan pertumbuhan kedua sel kanker payudara melalui proses
apoptosis.

Kata kunci : Taraxacum officinale, Demetilasi DNA, Expressi RAR f,, kanker payudara.

PENDAHULUAN

I<anker payudara menjadi penyebab kedua kematian pada wanita sampai saat ini. Kemajuan
pengobatan dan diagnosis kanker payudara sampai saat ini sangat pesat. Teori tentang

peranan gen P 53 dan PRb sudah banyak diungkap, tetapi pendekatan gen reseptor retinoid

acid B, sebagai tumor supresor gen belum banyak diungkap dan hilangnya aktivitas gen
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reseptor retinoid acid B, disebabkan oleh banyak faktor,
di antaranya adalah modifikasi epigenetik teori dan
hilangnya heterogenitas reseptor retinoid acid yang juga
disebut sebagai silence gen supresor.2?

Penulisan ini bertujuan untuk mengungkap masalah
tersebut. Untuk membuktikan hal tersebut, kami merujuk
pada penelitian Gote et. al, 1998, yang menyatakan
mendukung pernyataan bahwa pada kanker payudara
terjadi proses metilasi gen RAR f, sehingga menye-
babkan penurunan tipis ekspresi gen RAR 3, yang disebut
sebagai proses epigenetic silencing yang terjadi pada
promotor gen RAR B, 10.19

Taraxacum officinale atau dandelion, adalah
tumbuhan yang sering ditemui di Indonesia, di jalan-jalan,
di pinggir kali, di padang rumput, dan mudah tumbuh di
seluruh dunia. Tumbuhan ini khususnya tumbuh di daerah
terbuka. Khasiat dari tumbuhan ini sangat berguna secara
medis karena mempunyai kandungan vitamin A yang
sangat tinggi, hampir mencapai 14.000 international unit
dalam 100 gram, sedangkan yang lain kandungannya
tidak sebesar Taraxacum officinale 2.

Vitamin A ada 3 bentuk, antara lain Retinol (vitamin A
alkohol), retine (vitamin A Aldehide), dan retinoid acid.
Retinoid acid tidak hanya berperan pada proses visual,
tetapi lebih banyak berperan pada proses pertumbuhan
dan epitilisasi. Namun, hanya sedikit peneliti yang
mengungkap masalah ini. Kandungan vitamin A yang
sangat tinggi dapat menjadi alternatif pemikiran untuk
mempergunakan kandungan retinoid yang ada pada
vitamin A untuk mengaktifkan reseptor retinoid B,
sehingga terjadi peningkatan ekspresi RAR B, yang
disebabkan oleh proses demetilasi, yaitu ekspresi mRNA
RAR B, yang berguna untuk terjadinya penghambatan
pertumbuhan kanker payudara.3. 23

Adapun maksud dan tujuan penelitian ini adalah
membuktikan bahwa pada kanker payudara terjadi
penurunan RAR f, Juga untuk membuktikan menurunnya
gen RAR B, vang disebabkan oleh terjadinya proses
metilasi pada gen RAR B, promotor. Tulisan ini ingin
membuktikan bahwa pemberian ekstrak akar Taraxacum
officinale dapat menyebabkan terjadinya demetilasi gen
RAR B, sehingga terjadi aktivasi gen mRNA RAR B, dan
proses apoptosis yang berakibat pada penurunan
pertumbuhan sel kanker payudara.2.

Diharapkan hasil tulisan ini akan dapat memberikan
manfaat dengan membuka peluang penggunaan khasiat
Herbal alam Indonesia sebagai terapi dan pencegahan
kanker payudara melalui pendekatan epigenetik dengan
mengamati terjadinya ekspresi gen RAR B, Tulisan ini
secara tidak langsung menghasilkan teori tentang
patomekanisme kanker payudara berdasarkan teori
epigenetik melalui mekanisme silencing.
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Konsep Umum Karsinogenesis

Proses karsinogenesis melalui beberapa tahap, yaitu
dimulai dari inisiasi, promosi, progresi, sampai terjadi
invasive dan metatasis. Dalam keadaan normal, per-
tumbuhan dan diferensiasi sel diatur oleh protoonkogen
(growth promoting gens) yang berperan dalam berbagai
aspek proliferasi dan diferensiasi sel, di antaranya gen ras,
myc, c-erb. Di lain pihak, pertumbuhan itu dikendalikan
secara ketat oleh antionkogen (tumor suppressor gens),
P53, dan beberapa gen lain yang berfungsi menghambat
pertumbuhan. Selain kontrol protoonkogen dan anti-
onkogen, sel dikendalikan pula oleh mekanisme kematian
sel terprogram (apoptosis), yaitu bertujuan menyingkirkan
sel-sel yang sudah tidak dikehendaki.>

Dalam penelitian dalam biologi molekuler, para
peneliti telah banyak mengungkapkan bahwa terjadinya
mutasi atau aktivitas onkogen secara berlebihan dan atau
inaktivasi maupun mutasi gen supresor dapat menyebab-
kan proliferasi sel secara tak terkendali, satu atau lebih
untaian DNA bertambah (amplifikasi) atau hilang atau
translokasi resiprokal maupun nonresiprokal sehingga
terjadi rekombinasi DNA yang salah. Mutasi gen ini
menyebabkan sel berfungsi abnormal.!1.2!

Proses karsinogenesis berlangsung melalui beberapa
tahap. Tahap awal adalah proses inisiasi, yaitu proses
yang melibatkan sel target oleh rangsangan karsinogen
yang menyebabkan pertumbuhan gen yang ireversibel.
Sel yang terinisiasi belum dapat dideteksi sebelum terjadi
perubahan fenotip. Proses yang kedua adalah proses
promosi, misalnya seseorang yang terus menerus
merokok atau terjadi infeksi virus kronis. Selanjutnya,
proses progresi yaitu dengan terjadinya pengaktifan
mutasi dari onkogen atau inaktivasi mutasi dari tumor
suppressor gen. sedangkan kelompok gen tumor
supresor antara lain adalah gen P 53, gen Prb. Taraxacum
officinale adalah tumbuhan yang sering dijumpai di
seluruh dunia, khususnya di padang-padang rumput
maupun tanah terbuka. Komposisi yang berguna secara
medis dari tumbuhan ini antara lain kandungan inuulin,
taraxasterol, taraxacin, kandungan vitamin A yang tinggi
(14.000 1U/100g), dan lain sebagainya.2-17

Laporan penelitian Takasaki M. Konoshima T, 1999
mengatakan bahwa ekstrak Taraxacum (compisitae)
mempunyai efek antitumor yang kuat pada dua stadium
karsinogenesis pada tumor kulit mencit yang diinduksi
dengan dimethylbenz|a] anthracene (DMBA) sebagai
inisiator dan 12-o-tetradecanoyphorbol-13-acetate (TPA)
sebagai promotor. Selanjutnya juga dijelaskan bahwa 11
triterpenoids dari akar taraxacum japonicum telah diuji
efek inhibisinya pada tumor yang diinduksi dengan
antigen EBV sebagai promotor pada kultur sel Raji.26

Koo menyatakan hasil penelitiannya dan menyebutkan
bahwa Taraxacum officinale (TO) mampu menurunkan
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viabilitas sel tumor sebesar 26% dan secara bermakna
meningkatkan produksi tumor nekrosis factor atau TNF
alpha dan interleukin (IL)-alpha.!¢ Selain itu juga, TO
mampu secara kuat memicu terjadinya apoptosis sel Hep
G2. Mengingat masih tingginya angka kematian pada
kanker payudara, tingginya biaya pengobatan yang ada
sekarang, serta belum banyaknya penelitian di bidang
herbal therapy dengan menggunakan pendekatan
epigenetik di bidang kanker, maka tulisan ini mengungkap
masalah tersebut.2.12.18

Retenoat

Retenoat adalah sekelompok bahan yang secara
struktural maupun fungsional analog dengan vitamin A.
Vitamin A ada 3 bentuk, salah satu bentuk yang masih
belum banyak diteliti adalah retinoid acid. Retinoid
merupakan mediator petanda yang tepat bagi
morfogenesis embrional, pertumbuhan, dan deferensiasi
sel. Penggunaan retinoid sebagai supresor tumor telah
dievaluasi pada beberapa hewan model karsinogenesis.
Model tersebut antara lain kanker kulit, kanker payudara,
kanker rongga mulut, paru, hati, saluran cerna, prostat,
dan kandung kemih. Laporan klinis membuktikan bahwa
retenoid dapat menyembuhkan lesi premalignant dan
menghambat perkembangan tumor primer.®

Dalam mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel
normal, sel premalignan atau sel malignan, retenoid
merangsang, baik secara langsung maupun tidak
langsung, reseptor yang terdapat pada nucleus sehingga
timbul gen retenoid ekspresi. Reseptor yang dimaksud
antara lain reseptor asam retenoat (RARS) dan Reseptor x
Retenoid (RXRS). Reseptor tersebut merupakan faktor
transkripsi dan masih termasuk anggota superfamili
reseptor hormone steroid. Agar bekerja, reseptor ini
harus diaktifkan oleh ligan. Reseptor retenoid terdiri atas
tiga subtipe, yaitu subtipe a, B, dan . Dalam mengaktif-
kan fungsi transkripsi retenoat, RAR/RAR heterodimer
atau RXR homodimer harus berikatan dengan daerah
dalam region promoter gen target yang merespons asam
retenoat. Salah satu target gen reseptor adalah RAR §,
yang dipetakakan dalam kromosom 3p24 (paling banyak
45%), yaitu daerah yang paling banyak menghaFus
heterozigositas (LOH) dari tumor payudara primer. 8,15

Dalam cell line, tumor payudara RAR f, mampu
menghambat proliferasi sel yang bersangkutan. Selain itu,
telah dilaporkan bahwa RAR f, dapat menurunkan atau
menekan pertumbuhan sejumlah tumor malignan seperti
karsinoma paru, karsinoma sel squamosa pada daerah
kepala dan leher, serta kanker payudara. Penemuan ini
membuktikan bahwa RAR B, mempunyai peran penting
dalam menghambat pertumbuhan beberapa jenis sel dan
menghilangkan aktivitas pengatur tumorgenesis. Untuk
menjawab mengapa RAR B, mampu menekan bahkan

menghilangkan tumor maglinan maka usaha keras telah
dilakukan untuk mengidentifikasi langsung kemungkinan
perubahan yang terjadi akibat kerja promotor RAR B, di
samping faktor yang mengatur mekanisme tersebut.
Laporan terakhir mengemukakan bahwa kanker payudara
memperlihatkan adanya metilasi dalam region promoter
RAR B,. 15,25

Gen Reseptor Acid Retinoid B,

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa peng-
amatan terhadap gen RAR f3,, yaitu pada mRNA RAR f3,
Berkurangnya ekspresi RAR B, diamati pada beberapa
tumor solid seperti karsinoma paru, karsinoma sel
squamosa, dan kanker payudara. Bukti-bukti mendukung
hipotesis bahwa gen RAR B, adalah gen supresor tumor,
akan tetapi mekanisme supresor RAR f3, pada target lain
belum diketahui.2.23.27

Promotor gen RAR B,, termasuk motif RARE dapat
diaktifkan oleh RAR/retinoat X reseptor (R X R)
heterodimer. Dalam cell line kanker payudara, retinoat
tidak mampu menginduksi ekspresi gen RAR f,
meskipun dalam sel tumor mampu mentransaktifkan
RARE B, Kenyataan ini mendukung konsep yang
menyatakan bahwa reseptor endogenous berisi sejumlah
mutasi atau polymorphism yang terdeskripsi dalam
fungsi. Penelitian lain juga menemukan tidak adanya
mutasi dalam regio promotor sel karsinoma cervical hela
yang kekurangan RAR f,. Jadi, tampaknya region pro-
motor RAR 3, bukan merupakan target mutasi beberapa
kanker sehingga diperkirakan adanya mekanisme lain
untuk supresi RAR f, perlu dipertimbangkan. Gote et al,
(1998) pertama kali mengatakan bahwa dalam cell line
kanker kolon, metilasi mungkin sebagai respons
mekanisme akibat kekurangan ekspresi gen RAR 8, Data
ini menunjukkan bahwa epigenetic silencing promotor
gen RAR f, diduga merupakan kejadian penting dalam
kanker payudara dan mekanisme silencing epigenetic
berkaitan dengan metilasi gen promotor RAR B, 7.10.23

Ditemukannya RAR B, dan LOH (Lost of Heteroge-
nitas) dalam khromosom 3p24 adalah hal umum dalam
kasus kanker payudara. Hal ini seperti pada kanker
esophagus yang memperlihatkan korelasi lemah antara
ekspresi reseptor B, asam retinoat dan LOH yang terletak
pada khromosom 3p,,.

Penelitian menunjukkan bahwa metilasi region
promotor RAR 8, berhubungan dengan epigenetik gen
silencing dan mekanisme silencing yang menyebabkan
inaktifasi biallele gen RAR B, dapat ditiadakan oleh agen
demetilasi. Pengetahuan perubahan epigenetik pada RAR
B, mempunyai implikasi pada terapi dan pencegahan
kanker. Usaha spekulasi agen demetilasi mempunyai
peranan dalam pencegahan kanker atau seseorang yang
berisiko terjadi metilasi promotor RAR f, yang
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merupakan ciri dari perubahan awal neoplastik. Dengan
demikian, status metilasi RAR ., dalam kanker payudara
primer berguna untuk mengidentifikasi tumor yang
merespons terhadap retinoic acid therapi.®-28

Tujuan tulisan ini adalah mengungkap manfaat meka-
nisme kerja RAR B, dalam menginaktifkan atau menurun-
kan fungsi RAR B, pada proses terjadinya kanker payu-
dara dengan terjadinya metilasi regio promotor RAR B,
Selain itu penelitian ini juga bertujuan untuk mengung-
kap bahwa mekanisme pemberian ekstrak akar Taraxa-
cum officinale dapat mengaktifkan gen RAR B, melalui
demetilasi promotor RAR B, sehingga terjadi aktivasi atau
ekspresi mRNA RAR B, yang berperan sebagai tumor
supresor gen untuk menekan pertumbuhan sel kanker
payudara melalui pengamatan proses apoptosis.

MATERI DAN METODE

Untuk mencapai tujuan penelitian dan memecahkan
masalah, digunakan desain survei deskriptif dan
eksperimental murni deskriptif, post test only control
group design invitro. Langkah-langkah yang dilakukan
pada penelitian adalah: Sel kanker yang didapat dari
penderita kanker payudara ditumbuhkan dalam kultur
jaringan. Dalam kultur jaringan kanker dilakukan peng-
ujian tentang hilangnya heterogenitas pada kromosom
3P,, serta hilangnya RAR f, gen dan menganalisis adanya
metilasi promotor RAR B,. Dari ekstrak Taraxacum
officinale dapat diisolasi kandungan vitamin A dosis
tinggi berupa retinoid acid yang dapat berperan sebagai
pengaktifan gen reseptor RAR f, sehingga terjadi
demetilasi promotor RAR B,. Untuk mengetahui
pengaruh ekstrak Taraxacum officinale pada sel kanker
payudara dapat dilakukan dengan pemberian ekstrak
Taraxacum officinale serta mengamati ekspresi mRNA
RAR B, Untuk mengamati penurunan pertumbuhan sel
kanker payudara dapat dilakukan dengan mengamati
proses apoptosis dengan teknik Tunel 4

Human female breast cancer cell diperoleh dari
Laboratorium Bagian Bedah RSU Saiful Anwar di Malang.
Penelitian yang dilakukan ini berupa penelitian survei
deskriptif dan eksperimental murni deskriptif post test
only control group design in vitro sehingga kami hanya
dapat mengumpulkan dua sampel jaringan secara klinis
sebagai kanker payudara, dua sampel darah tepi sebagai
penderita kanker payudara, dan dua sampel jaringan
sitologi kanker payudara. Kriteria sampel berupa wanita
umur 45 dan 55 tahun dengan benjolan payudara secara
klinis didiagnosis sebagai kanker payudara. Penderita
telah pula menandatangani ethical clearance. Kemudian
sampel tersebut dikumpulkan di laboratorium biomedik
FK Unibraw, Malang. Sampel yang diperoleh disimpan
dalam ruang bertemperatur -70°C. Untuk menguatkan
diagnosis maka sampel diperiksa secara histologis oleh
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seorang patologis. Dari permeriksaan 90% sampel
dinyatakan infiltrating ductal carcinoma mammae grade 3
dan 4. Sebagai sampel kontrol disertakan pula sampel
jaringan dan darah orang normal/sehat. Sampel tersebut
sudah pula dilakukan pengujian estrogen reseptor
ternyata menunjukkan hasil +++ serta Her-2 ++.
Seterusnya, sampel tersebut dilakukan pengujian untuk
pemeriksaan selanjutnya.

Untuk pengujian pengaruh ekstrak Taraxacum
officinale pada kultur sel kanker payudara dilakukan
pemberian ekstrak Taraxacum officinale dengan dosis
0,1; I; 5 umol/l pada kultur sel payudara yang telah
dituangkan dalam sumuran berisi kultur sel payudara.
Hasilnya dibandingkan dengan kontrol berupa pemberia
5AZAdr sesuai dengan dosis di atas. Pengujian ekspresi
mMRNA RAR B, dilakukan dengan teknik CISH.

Pengamatan Selanjutnya Hilangnya RAR f, pada
Kromosom 3P24

Untuk mengidentifikasi hilangnya atau menurunnya
DNA RAR B, pada kromosom 3P24 darah serta jaringan
penderita kanker payudara, digunakan teknik PCR
menggunakan primer RAR f,, forward, dan reverse pada
kromosom 3P24 dengan rangkaian primer exon-5 dan
sekuen 5-ATC GAT GCC AAT ACT GTC GA-3’ posisi
358034, dilanjutkan dengan elektroforesis dan diperkuat
dengan pemeriksaan imunositokimia.29.23

Penentuan DNA Metilasi Promotor RAR £,

Untuk menentukan adanya metilasi promotor RAR f,
pada darah dan jaringan penderita kanker payudara
digunakan teknik PCR dengan merangkai primer DNA
metilasi-F RAR B, promotor sekuen 5-TGC TCA ACG TGA
GCC AGG A-3' posisi 358749 dengan primer metilasi R
sekuen 5'-AGG CTT GCT CGG CCA ATC CA-3’ posisi
358033, dilanjutkan teknik elektroforesis diperkuat
dengan pemeriksaan teknik kromogenik insitu hibridisasi
menggunakan promotor RAR .f,.20.23

Ekstraksi Akar dan Daun Taraxacum officinale

Bahan dan alat serta cara untuk proses ekstraksi akar
Taraxacum officinale adalah langkah-langkah sebagai
berikut. Tahap awal mengumpulkan akar dan daun
Taraxacum officinale, kemudian dikeringkan, lalu
direndam dalam ethanol 95%. Selanjutnya dilakukan
ekstraksi dengan filter corong Buchner menggunakan
Buchi Heating Rovaporator. Hasil ekstrak akar Taraxacum
officinale diuji kandungan retinoid acid dengan teknik
TLC diperkuat dengan teknik HPLC.20

Penentuan Menghilangnya Metilasi dengan Proses
Demetilasi
Proses menghilangnya metilasi dengan mengamati



MULIARTHA, WIBI IRAWAN, FITRI ARMENIA, ASNAH.  67-75

ekspresi mRNA RAR B, menggunakan teknik CISH
(Chromogenic In Situ Hibridisasi).'4 Untuk mengetahui
penekanan pertumbuhan kanker payudara, kami meng-
amati proses apoptosis menggunakan teknik Tunel.4

Hasil Penelitian tanpa Melakukan Analisis Data

Tulisan ini mengungkap teori epigenetik pada kanker
payudara serta mengamati pengaruh ekstrak Taraxacum
officinale pada sel kanker payudara tanpa melakukan
analisis data. Oleh karena itu, digunakan desain penelitian
survei deskriptif dan eksperimental murni deskriptif post
test only control group design invitro tanpa analisis
statistik dan random sampel tanpa menggunakan size
sampel. Oleh karena itu, hasil yang diharapkan hanya
bersifat ada tidaknya (hilangnya) RAR B, pada kanker
payudara serta terjadinya proses metilasi. Juga meng-
amati pengaruh ekstrak Taraxacum officinale sebagai
perlakuan sehingga terjadi pengaktifan mRNA RAR f,
melalui proses demetilasi RAR f, promotor sehingga
terjadi proses apoptosis sebagai pertanda penurunan
pertumbuhan kanker payudara tanpa mengamati secara
kuantitatif penurunan pertumbuhan kanker payudara.

HASIL

Tulisan ini menjelaskan hasil yang telah dicapai dan
didapatkan hasil bahwa dari darah dan jaringan penderita
kanker payudara didapat hasil hilangnya RAR B, pada
kromosom 3P24. Hasil tersebut didapat dengan meng-
gunakan teknik PCR, dilanjutkan dengan elektroforesis
pada sel kanker payudara. Tampak pada gambar 1 hasil
elektroforesis pada line ke-6 menipis dan pada line ke-8
menghilang. Dengan menggunakan PCR primer 3P24
terjadi penipisan dan hilangnya pita pada darah dan
jaringan penderita kanker payudara pada kromosom
3P24, pada posisi 1000 Bp, 1100 Bp, 1300 Bp, dan 1900
Bp (gambar 1).

Diperkuat dengan pemeriksaan immunositokimia.
Tampak gambaran penurunan ekspresi RAR {3, dari grade
[11 (gambar 2) dan dibandingkan dengan grade IV (gambar
3) pada sitologi sel kanker payudara.

Pada tahap berikutnya, kami mendapatkan hasil
ekpresi metilasi DNA promotor RAR B, pada darah dan
jaringan penderita kanker payudara pada line ke-2 sampai
ke-3 dengan band 550 kb pada darah dan jaringan serta
jaringan normal terletak pada line ke-4 dan 5. Hasil
tersebut dilakukan menggunakan teknik PCR primer 3P24
pada metilasi promotor RAR B, Tampak ekspresi DNA
metilasi pada promoter RAR f3,.

Hasil pemeriksaan darah dan jaringan penderita
kanker payudara yang dibandingkan dengan darah dan
jaringan normal ditunjukkan oleh gambar 4.

Hasil ini diperkuat dengan pemeriksaan dengan teknik
chromogenik insitu hibridisasi menggunakan primer

Gambar 1: Penurunan serta hilangnya pita DNA RAR p, pada
kromosom 3p24

Keterangan :

1. Marker 1 Kb Ladder

2. PCR BN-A (darah kontrol normal)
3. PCR BCa-R1 (darah kanker)

4. PCR BN-D (darah kontrol)

5. PCR TN (jaringan kontrol)
6. PCR TCa (jaringan kanker)
7. DNA TN (jaringan kontrol)
8. DNA TCa (jaringan kanker)

Gambar 2: Penurunan Ekspresi RAR B, pada sitologi sel kanker
payudara grade 3 tampak warna coklat menipis dengan pewarnaan
immunositokimia (p 900x).

antibodi metilasi promotor RAR B, pada sel kanker
payudara. Hasilnya ternyata didapatkan ekspresi
chromogen DAB dengan warna coklat pada sel kanker
payudara yang mengalami metilasi RAR 3, Sebagian lagi
tampak sel kanker berwarna biru yang tanpa mengalami
metilasi RAR {3, promotor (gambar 5).

Penelitian tahap berikut, dikumpulkan tanaman
dandelion atau Taraxacum officinale pada akar dan daun
(gambar 6) untuk kemudian dikeringkan, lalu dilakukan
perendaman dengan ethanol 95% dan disaring dengan
corong Buchner. Kemudian dilakukan pemanasan/
penguapan untuk memisahkan filtrat dengan pelarutnya
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Gambar 3: Penurunan Ekspresi RAR B, pada sitologi sel kanker
payudara grade 4 tampak warna coklat lebih tipis dengan pewarnaan
immunositokimia (p 900x)

Gambar 4: Hasil deteksi metilasi DNA darah Promotor Gen RAR £,
dengan teknik PCR dilanjutkan dengan elektroforesis.

Keterangan:

1. Marker

2. DNA jaringan kanker payudara

3. DNA sel limfosit darah kanker payudara

4. DNA jaringan normal payudara orang normal/sehat
5. DNA darah limfosit normal/sehat

menggunakan Buchi Heating Rovaporator (gambar 7).
Setelah itu, didapatkan hasil ekstraksi dengan proses yang
sama dari akar dan daun Taraxacum officinale.

Selanjutnya dilakukan pengujian kandungan retinoid
acid pada akar Taraxacum officinale dengan teknik Thin
Layer Cromatographic/TLC (lihat gambar 8). Didapatkan
hasil Rf akar sebesar 0,9059 dan Rf daun sebesar 0,8941
dibandingkan dengan standar 0,870.

Dilanjutkan dengan pemeriksaan teknik HPLC (lihat
gambar 9a dan 9b). Hasil yang diperoleh dari uji kontrol
retinoid acid adalah 24,794 sedangkan hasil uji ekstrak
akar Taraxacum officinale mendapatkan hasil 25,651.
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Gambar 5: Hasil pemeriksaan RAR B2 promotor pada kanker payudara
infiitrating ductal carcinoma mammae dengan teknik CISH.

Gambar 7: Rovaporator

Pada tahap akhir, kami melakukan uji pengaruh
ekstrak Taraxacum officinale pada kultur sel payudara
invitro dengan dosis 0,1; 1; 5 umol/L dengan hasil 1
umol/L terjadi ekspresi mRNA RAR f, pada kultur sel
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Gambar 8: Hasil kromatografi lapis tipis (TLC) di bawah UV Thin Layer
Chormatography.

Keterangan:

1. Standart Retinoid Acid (Sigma)

2. Ekstrak Akar T. Officinale

3. Ekstrak daun T. Officinale

Lingkaran merah menandakan keberadaan retinoid acid
Rf standart 0,8706

Rf akar 0,9059

Rf daun 0,8941

kanker payudara sebagai bukti proses demitilasi sel
kanker payudara dengan teknik CISH.

Bukti adanya ekspresi mRNA RAR f, dari dua sampel
jaringan kanker payudara dengan dosis 1 wmol/L. Salah
satu kultur sel kanker payudara menunjukkan mRNA RAR
B, dengan menggunakan teknik CISH (gambar 10).

Untuk membuktikan terjadinya penurunan kanker
payudara dilakukan pengamatan apoptosis yang terjadi
pada kedua sampel sel kanker payudara tersebut tanpa
mengamati kuantitatif penurunan pertumbuhan kanker
payudara dengan teknik Tunnel (gambar 11).

PEMBAHASAN

Hasil penelitian tahap I mendapatkan bahwa pada
kanker payudara terjadi penurunan serta menghilangnya
ekspresi retinoid acid reseptor , (RAR B,) pada
kromosom 3P24 pada penderita kanker payudara. Hasil
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Gambar 9a: Pengujian kadar retinoid acid sebagai standar/kontrol
dengan menggunakan teknik HPLC.
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Gambar 9b: Penguijian kadar retinoid acid pada ekstrak Taraxacum
officinale dengan menggunakan teknik HPLC.
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Gambar 10: Panah atas — tampak ekspresi warna coklat mRNA pada
kultur sel kanker payudara; panah bawah — tampak selsel fibroblas di
antara sel-sel kanker.

Gambar 11: Panah atas — sel kanker warna coklat mengalami apoptosis;
aPanah bawah: tampak seksel fibroblas di antara sel-sel kanker payudara.

ini sesuai dengan penemuan Hong, 1990, dan P. Card et
al., 1999, yang mengatakan bahwa ada peranan RAR §,
pada pertumbuhan kanker payudara, kanker sel squamus,
serta kanker darah dan leher.14.23 Penelitian ini juga men-
dapatkan hasil bahwa RAR B, dipetakan pada kromosom
3p,4 yang merupakan wilayah pada kromosom yang
menunjukkan locus yang paling berperan pada hilangnya
heterogenesitas dari kanker payudara. Penelitian tahap
berikut ini mendapatkan hasil bahwa akar dan daun
Taraxacum officinale mengandung vitamin A yang analog
secara struktur dan fungsional, yaitu retinoid acid.2.8

Retinoid acid berperan sebagai suppresor tumor yang
mengatur pertumbuhan dan diferensiasi sel pre-
malignant dan dapat merangsang secara langsung
reseptor yang ada di nucleus yang berhubungan dengan
gen retinoid acid jenis sub tipe p yang umumnya berikatan
dengan region promotor. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pada sel kanker payudara, RAR B, menghilang
atau menurun dari grade 3 dibandingkan dengan grade 4
(gambar 2 dan 3).6
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Pada penelitian tahap berikut, kami juga mendapatkan
hasil penelitian bahwa pada darah dan jaringan penderita
kanker payudara terjadi proses metilasi promotor RAR f,.
Hal tersebut dibuktikan dengan adanya ekspresi DNA
metilasi pada 550Bp. Hal ini sama dengan hasil yang
didapatkan oleh Keene et al. Widshwender dan
Muliartha dkk., yang mengatakan bahwa proses metilasi
regio promotor RAR B, menyebabkan terjadinya
inaktivasi dari RAR B, gen, sehingga fungsi tumor
supresor gen menurun dan terjadi proses poliferasi sel
kanker 15.20.27

Pada tahap akhir ini, kami telah mendapatkan hasil
bahwa kadar Retinoid Acid pada Ekstrak akar Taraxacum
officinale tinggi, sebesar Rf 0,9059, sesuai dengan pene-
litian dari Bradshow pada 2004. Penelitian tahap lanjutan
ini juga melakukan pengujian bahwa pemberian retinoid
acid, ekstrak Taraxacum officinale dapat mengaktifkan
ekspresi mRNa RAR f, sehingga dapat menekan per-
tumbuhan kanker payudara melalui proses apoptosis!?,
yang juga sesuai dengan penelitian Anita (1998).!

KESIMPULAN

Hasil penelitian survei deskriptif tahap awal ini
menunjukkan bahwa pada sel kanker payudara terjadi
menghilangnya serta menurunnya RAR B, pada
kromosom 3P24 band 1000 bp, 1100 bp, 1300 bp, dan
1900 bp. Pengujian dengan teknik imunositokimia terjadi
penipisan warna coklat pada sel kanker payudara grade 3
dibandingkan dengan grade 4.

Pada tahap berikutnya didapatkan hasil bahwa akar
serta daun Taraxacum officinale mengandung retinoid
acid. Pada akar dengan teknik TLC sebesar Rf 0,9015 dan
daun sebesar Rf 0,8941, diperkuat dengan pemeriksaan
HPLC. Pada penelitian tahap berikut ini juga didapatkan
hasil pada kedua sampel sel kanker payudara terjadi
proses metilasi promotor RAR f, dengan terjadinya
ekspresi DNA metilasi pada 550 Bp. Penelitian tahap akhir
adalah penelitian murni descriptive post test only control
group design dan didapatkan hasil bahwa pemberian
ekstrak akar Taraxacum officinale yang mengandung
retinoid acid dapat terjadi proses demetilasi aktifnya
mRNA B, reseptor sehingga dapat menekan pertum-
buhan sel kanker payudara, yang dibuktikan dengan
terjadinya proses apoptosis pada kedua kultur sel kanker
payudara.

SARAN

Hasil penelitian ini dapat dikembangkan untuk
diagnosis dan alternatif terapi ekstrak akar Taraxacum
officinale bagi yang mendapatkan risiko kanker payudara
dan penderita kanker payudara dengan pendekatan
epigenetik. Untuk penyempurnaan penelitian ini
diharapkan untuk dapat dilanjutkan dengan menam-
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bahkan kriteria sampel, jumlah sampel, dan analisis data
yang sesuai untuk penelitian ini.
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