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ABSTRAK

Nama : Imelda Rosalyn Sianipar

Program Studi : Magister Ilmu Biomedik

Judul : Pengaruh Pemberian Kurkumin Kadar Tinggi terhadap
Faktor Angiogenik VEGF pada Kultur Jaringan Kanker
Payudara MCF-7

Latar Belakang: Kanker payudara adalah salah satu kanker yang paling sering
terjadi pada wanita. Dalam perkembangannya, sel kanker payudara membutuhkan
vaskularisasi baru. Sel kanker mampu menginisiasi pembentukan pembuluh darah
baru bagi dirinya sendiri dengan cara mengubah keseimbangan antara faktor
proangiogenik dan antiangiogenik. Kurkumin adalah molekul yang pleiotropik,
dapat memodulasi berbagai target pada sel kanker, termasuk aktivasi berbagai
faktor transkripsi, reseptor, protein kinase, reseptor, sitokin, enzim dan faktor
pertumbuhan yang diperlukan dalam pertambuhan sel kanker payudara.

Tujuan: Untuk mengetahui pengaruh pemberian kurkumin kadar tinggi terhadap
kadar VEGF pada kultur jaringan sel kanker payudara MCF-7.

Metode: subkuitur jaringan kanker payudara MCF-7 dalam medium RPMI
komplit+ FBS 10% sejumlah 9 sampel tiap kelompok perlakuan. Inkubasi 72 jam.
Cairan kultur diambil, kadar VEGF diperiksa secara kuantitatif dengan ELISA.
Hagil: kadar VEGF kelompok MCF-7+kurkumin 0,05mM berbeda bermakna
dengan kadar VEGF kelompok MCF-7 tanpa kurkumin (p= 0,014). Kadar VEGF
kelompok perlakuan MCF-7+kurkumin 0,lmM juga berbeda bermakna
dibandingkan dengan kelompok MCF-7 tanpa kurkumin (p=0,001). Namun kadar
VEGF kelompok MCF-7+kurkumin 0,05mM jika dibandingkan dengan
kelompok MCF-7+kurkumin 0,1mM tidak berbeda bermakna (p=0,262).
Kesimpulan: Kurkumin kadar 0,05mM dan 0,1mM dapat menurunkan kadar
VEGF pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7. Kurkumin kadar 0,05mM
dan 0,lmM dapat menghambat proliferasi sel yang diikuti dengan penurunan
kadar total VEGF pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7.

Kata kunci: kurkumin, kanker payudara, YEGF, angiogenesis.
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ABSTRACT

Name : Imelda Rosalyn Sianipar
Study Program: Biomedical Science
Title : The Influence of High Concentration of Curcumin towards

VEGF level as and angiogenic factor in tissue culture of
breast cancer celi line MCF-7

Background: Breast cancer is one of the most prevalent cancer in women. In
order to grow, the tumor cells require new vascularization. New vascularization is
imtiated by the tumor cells themselves by recruitment of their own blood supply
by shifting the balance between proamgiogenic and antiangiogenic factors.
Curcumin is a pleiotropic factor which can modulate various targets on cancer
cells, including activation of transcription factors, receptors, protein kinases,
cytokines, enzymes, and growth factors needed for breast cancer cells’ growth.
Objective: To identify the influence of high dose curcumin towards VEGF level
in breast cancer cell line MCF-7.

Method: In this study, breast cancer cell line MCF-7 was subcultured in complete
RPMI medinm + FBS 10%, with 9 samples for each treatment group; then
incubated for 72 hours. VEGF concentration was measured with ELISA from the
supematant of the cell culture.

Result: The VEGF levels of both MCF-7 + curcumin 0.05 mM treatment group
and MCF-7 + curcumin 0.1 mM treatment group are significantly lower than the
VEGF level of MCF-7 without curcumin treatment group (p = 0.014 and p =
0.001). The VEGF level of MCF-7 + curcumin 0.05 mM treatment group is not
significantly different from the VEGF level of MCF-7 + curcumin 0.1 mM
treatment group (p = 0.262).

Conclusion: Curcumin dose of 0.05mM and 0.1mM lower the VEGF level in
breast cancer cell line MCF-7. Curcumin dose of 0.05 mM and 0.1mM lower the
proliferation of breast cancer cell line MCF-7.

Keywords: curcumin, breast cancer, VEGF, angiogenesis
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1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kanker adalah salah satu penyakit yang b'anyak menimbulkan kesengsaraan

dan kematian pada manusia. WHO merilis data pada tahun 2005 yang menyatakan
kanker sebagai penyebab kematian tertinggi di dunia.' Survei Kesehatan Rumah
Tangga (SKRT 2001} juga merilis data bahwa kanker menempati urutan ke-5
sebagai penyebab kematian di Indonesia dan terus meningkat secara bermakna.
Dari 58 juta kematian, 7,6 juta (13%) kematian disebabkan oleh kanker.
Diperkirakan pada tahun 2015, kematian akibat kanker akan meningkat hingga 9
juta orang. Hasil data WHO tahun 2005, diketahui bahwa lima penyebab kematian
terbesar akibat kanker meliputi:

1. Kanker paru ( 1,3 juta kematian/tahun)

2. Kanker lambung ( hampir 1 juta kematian/tahun)

3. Kanker hati ( 662.000 kematian/tahun)

4. Kanker colon ( 655.000 kematian/tahun)

5. Kanker payudara ( 502.000 kematian/tahun)'

Saat ini, kanker payudara adalah salah satu kanker yang paling sering terjadi
pada wanita di negara berkembang.’ Beberapa sumber menyatakan bahwa kanker
payudara adalah kanker kedua tersering pada wanita Indonesia setelah kanker
serviks.">® Berdasarkan Survei Keschatan Rumah Tangga (SKRT) tahun 2001
menyatakan bahwa kanker payundara menempati urutan kedua sebesar 24,97%
sebagai kanker yang sering dialami oleh wanita Indonesia, setelah kanker serviks.?
Berdasarkan data Globocan, IARC 2002, didapatkan estimasi insidens kanker
payudara di Indonesia sebesar 26 per 100.000 perempuan.’ Selain itu, Pusat
Kanker Nasional Dharmais melaporkan ada 150 kasus baru kanker payudara tiap
tahunnya, sedangkan di Asia Pasilik jumlah kasus baru kanker payudara sekitar
200.000 pasien per tahun ataun 13% dari keseluruhan kasus baru kanker.” Berbeda
dengan data survei lainnya, Profil kesehatan Indonesia tahun 2007 yang dirilis
oleh Departemen Keschatan Republik Indonesia menyatakan bahwa saat ini

1 Universitas Indonesia
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kanker payudara adalah kanker tertinggi yang paling sering terjadi pada wanita
Indonesia sejak tahun 2004 hingga 2006, diikuti dengan kanker leher rahim
(SIRS=Sistem Informasi RS 2007)."° Terdapat peningkatan jumlah kasus kanker
payudara sebesar 6% dari tahun 2005 ke tahun 2006. Berdasarkan data di atas
diketahui bahwa telah terjadi peningkatan kanker payudara pada wanita

Indonesia.'®

Kanker payudara masih merupakan penyakit yang ditakuti oleh wanita. Hal
tersebut terjadi karena adanya kemungkinan perlunya pengangkatan jaringan
payudara sebagai salah satu terapi pengobatan. Sehingga, tak jarang wanita yang
menjadi tidak percaya diri dan merasa tidak utuh sebagaimana seharusnya wanita
normal setelah kehilangan bagian dari ciri kewanitaan itu, Perasaan tersebut dapat
menurunkan kemampuan bertahan hidup penderita.®

Kanker payudara adalah suatu keganasan yang terjadi pada kelenjar
payudara. Dalam perkembangannya, sel kanker payudara membutuhkan

vaskularisasi baru (neovascularization).''*"

Jaringan kapiler yang luas
dibutuhkan guna memenuhi kebutuhan oksigen dan nutrsi'® Aktivitas
angiogenesis kanker payudara merupakan faktor penentu perkembangan dan
kemampuan bertahan sel kanker tersebut.'™’ Selain dari perkembangan dan
pertumbuhan sel kanker, angiogenesis juga turut berperan dalam proses
metastasis.'* Hal ini terjadi akibat penetrasi pembuluh darah yang barn kedalam
sel tumor {(intratumoral) merupakan jalan atau tempat masuknya sel kanker ke

dalam sirkulasi darah dan bermetastasis ke organ-organ yang jauh.'*'¢

Sel kanker mampu menginisiasi pembentukan pembulth darah baru bagi
dirinya sendiri dengan cara mengubah keseimbangan antara faktor proangiogenik
dan faktor antiangiogenik."> Hal ini dikena! dengan istilah angiogenic switch.
Faktor proangiogenik akan merangsang terjadinya angiogenesis, sedangkan faktor

7 Angiogenesis sel kanker

antiangiogenik akan menghambat angiogenesis.
merupakan suatu proses yang kompleks yang melibatkan interaksi antar sel

dengan berbagai faktor dan komponen matriks ekstraseluler.”® Sel atau jaringan
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yang mengalami hipoksia dan kekurangan nutrisi akan mensekresikan faktor-
faktor proangiogenik, yang selanjutnya merangsang terjadinya proses
angiogenesis. Angiogenesis tersebut bertujuan meningkatkan vaskularisasi ke sel
atau jaringan yang mengalami hipoksia dan kekurangan nutrisi, sehingga sel-sel
tersebut akan mendapatkan oksigen dan nutrisi yang cukup.'* Salah satu faktor
yang turut berperan penting dalam proses angiogenesis adalah VEGF (Vascular
endothelial growth factor) dan reseptornya.’”> VEGF merupakan snatu mediator
yang berperan merangsang proliferasi sel endotel pembuluh darah untuk memulai

proses angiogenesis.

Pada tahun 1971, pengobatan kanker dengan cara kemoterapi mulai
diperkenatkan dan tahun 1991 juga mulai dikenal terapi dengan target spesifik.
Penelitian untuk terapi kanker saat ini banyak menitikberatkan pada anti terhadap
faktor proangiogenik yang menekan atau menghambat kerja dari VEGF serta
reseptornya. Terapi yang menjadikan VEGF sebagai target molekul, antara lain
terapi yang menggunakan molekul antibodi yang dapat menetralisir atau melawan
VEGF dan reseptor VEGF, dan juga molekul kecil yang bertindak sebagai
inhibitor transduksi sinyal dalam regulasi transkripsi VEGF.!

Perkembangan penelitian terapi kanker dapat dilihat dari banyaknya obat
anti kanker yang disetujui oleh U.S FDA (United States Food and Drug
Administration). Lebih dari 70% obat anti kanker yang disetujui oleh FDA dapat
ditelusuri kembali asal obat tersebut yang berasal dari tanaman (produk alam),
yang sejak dulu telah digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati
berbagai penyakit. Pendekatan terapi kanker khususnya kanker payudara saat ini
juga sudah mulai melakukan pendekatan terapi menggunakan produk alami yang
berbahan dasar dari tanaman atau herbal medicine, dan hal ini kerap digeluti oleh
para peneliti.'® Curcumin merupakan salah satu fitokimia yang banyak diteliti
kegunaannya sebagai obat anti kanker.

Selama berabad-abad, kurkumin telah digunakan sebagai pewarna
kekuningan pada kari dan pemberi rasa pedas pada makanan orang Asia.'?
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Kurkumin tersebar luas di negara dengan iklim tropis seperti India, Cina,
Indonesia dan negara di benua Asia lainnya. Tanaman ini dikenal dengan nama
kunyit di Indonesia. Selain digunakan sebagai bumbu masakan, zat ini juga telah
digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai penyakit di berbagai
belahan dunia. Pada pengobatan tradisional india (Ayurveda), kurkumin telah
digunakan untuk mengobati inflamasi. Selain itu, kurkumin juga digunakan untuk
mengobati penyakit antara lain, penyakit hati (jaundice), gangguan pencernaan,
penyekit traktus urinarius, artritis rhematoid dan gigitan binatang,'9202!2
Kurkumin adalah molekul yang pleiotropik, dapat memodulasi berbagai target
pada sel kanker, termasuk aktivasi berbagai faktor transkripsi, reseptor, protein
kinase, sitokin, enzim dan faktor pertumbuhan yang diperlukan dalam
pertumbuhan sel kanker payudara.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kurkumin efektif dalam
menghambat pertumbuhan dan proliferasi sel kanker kolon, kulit, prostat, dan
paru. ‘%% Pada kanker payudara, penelitian Shao dkk (2002) menunjukkan bahwa
pemberian kurkumin pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 celi line tidak
menekan kadar VEGF sebagai faktor angiogenik.”! Penelitian tersebut
menggunakan kadar kurkumin sebesar 50pM. Sedangkan Gururaj dkk
mengggunakan kadar kurkumin 10pM terhadap kultur sel endometrium dan
didapatkan efek supresi terhadap kadar VEGF. Berdasarkan beberapa penilitian di
atas, kurkumin efektif terthadap berbagai jenis kanker dan kuitur sel lainnya serta
memiliki karakteristik yang pleiotropik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
apakah kurkumin dengan kadar yang lebih tinggi dapat menekan kadar VEGF.

1.2 Pertanyaan Penelitian

Apakah dengan pemberian kurkumin kadar tinggt akan menurunkan kadar
VEGF pada kultur jaringan sel kanker payudara MCF-7 dibandingkan dengan
kultur jaringan kanker payudara tanpa pemberian kurkumin?
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1.3 Hipotesis Penelitian
Kurkumin kadar tinggi menurunkan kadar VEGF pada kultur jaringan
kanker payudara MCF-7 cell line

1.4 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui apakah kadar VEGF pada kultur jaringan sel kanker
payudara MCF-7 menurun dengan pemberian kurkumin kadar tinggi
dibandingkan dengan kultur jaringan sel kanker payudara MCF-7 yang tidak
diberi kurkumin.

1.5 Manfaat Penclitian

1. Memperkaya literatur efek pemberian kurkumin terhadap perkembangan
penyakit kanker payudara

2. Memberikan data tambahan untuk penelitian biomedik selanjutnya pada
tingkat gen atau molekuler batk secara in vitro maupun in vivo yang
berhubungan dengan efek kurkumin terhadap ekspresi VEGF sebagai
salah satu faktor proangiogenik dan korelasinya terhadap aktivitas
angiogenesis kultur jaringan kanker payudara

3. Memberikan referensi baru untuk kadar kurkumin efektif yang dapat
menurunkan kadar VEGF.

4. Sebagai penelitian dasar untuk penelitian lanjutan penggunaan kurkumin
sebagai altermatif terapi terhadap kanker payudara pada pasien secara
klinis kelak.
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2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Payudara

Istilah kanker dipakai pertama kali oleh Hippocrates pada abad ke-5 sebelum
masehi untuk menggambarkan suatu penyakit dimana terjadi pertumbuban sel dan
penyebaran terus menerus keseluruh tubuh yang akhimya mematikan tubuh.
Berdasarkan tipe sel yang berkembang maka kanker dibagi menjadi tiga kategori
besar, (1) Karsinoma, tipe kanker yang paling sering, berkembang dari sel epitel
yang menutupi permukaan internal maupun ekstemal tubuh. Kanker paru,
payudara dan kolon adalah yang paling banyak untuk tipe ini. (2) Sarkoma, tipe
kanker yang berkembang dari jaringan mesodermal seperti tulang, tulang rawan,
lemek, jaringan penyambung dan otot. (3) Limfoma dan Leukemia, tipe ini
berkembang dari sel darah atau jaringan limfatik.**

Pada sel normal, kecepatan pembelahan sel dengan kecepatan diferensiasi
sel dan kematian sel berada pada keadaan seimbang, Kanker terjadi akibat
hilangnya kontrol pertumbuhan sel normal. Pada kanker, kecepatan pembelahan

sel lebih tinggi dibandingkan kecepatan diferensiasi dan kematian sel.?*

Kanker payudara adalah suatu neoplasma ganas yang berasal dari parenkim
jaringan payudara. Sel kanker payudara dalam perkembangannya membutuhkan
vaskularisasi baru (neovascularization).''* Sel kanker yang sedang bertumbuh
membutuhkan jaringan kapiler yang luas untuk memenuhi kebutuhan oksigen dan
nutrisi." Aktivitas angiogenesis kanker payudara merupakan faktor penentu
perkembangan dan kemampuan bertahan sel kanker tersebut.!' Selain dari
perkembangan dan pertumbuhan dari sel kanker, angiogenesis juga turut berperan
dalam proses metastasis.'? Hal ini terjadi dikarenakan penetrasi pembuluh darah
yang baru kedalam sel tumor (intratumoral) merupakan jalan atau tempat
masukiiya sel kanker ke dalam sitkulasi darah dan bermetastasis ke organ-organ

yang jauh.H,IS,ZS
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2.2  Angiogenesis Kanker Payudara

Angiogenesis adalah proses pembentukan pembuluh darah baru dari
pembuluh kapiler atau venula yang sudah ada sebelumnya yang melibatkan
interaksi kompleks antar sel dan berbagai molekul terlarut dan komponen matriks

ekstraseluler. Proses ini terjadi pada keadaan fisiologis maupun patologis.'*!"25%’

Angiogenesis diatur oleh keseimbangan antara faktor-faktor proangiogenik
dan antiangiogenik. Sekresi faktor-faktor proangiogenik akan merangsang
terjadinya angiogenesis, sedangkan faktor-faktor antiangiogenik akan
menghambat angiogenesis."’ Sel atau jaringan yang mengalami hipoksia dan
kekurangan nufrisi akan mensekresikan faktor-faktor proangiogenik, yang
selanjutnya merangsang terjadinya proses angiogenesis."?

Proses angiogenesis dapat dibagi dalam empat tahapan besar, yaitu;'***

1. Degradasi membran basalis pembuluh darah

2. Proliferasi dan migrasi sel-sel endotel pembuluh darah

3. Interaksi sel endotel dengan sel endotel lainnya, sel dengan matriks
4. Pembentukan kapiler baru dan pematangan pembuluh darah

Proses angiogenesis melibatkan keaktifan sel endotel. Sel endotel pada
pembuluh kapiler atau vemula yang menerima rangsang angiogenik akan
diaktifkan dan memproduksi zat yang melisiskan membran basalis. Tkatan sel
endotel akan terlepas dengan sel tetangganya dan bermigrasi menuju rangsang.?®
Beberapa faktor angiogenik seperti vascular endothelial growth factor (VEGF),
Sfibroblast growth factor (FGF), angiopoietin akan merangsang migrasi dan
proliferasi sel endotel. Selain itu, aktivitas enzim-enzim proteolitik yang
melibatkan aktivator uPA (urokinase-type Plasminogen Activator) dan sistem
MMPs (metalloproteinase) juga merupakan faktor penting dalam proses
angiogenesis. Kemudian, sel endotel akan membentuk lumen calon pembuluh
darah, membentuk lengkung pembuluh dan akhimya pembuluh darah baru yang
fungsional melalui peranan molekul adhesi serta perekrutan perisit dan otot

polos 2628
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Proses angiogenesis ini bertujuan untuk meningkatkan vaskularisasi ke
jaringan yang mengalami hipoksia atau kekurangan nutrisi, sehingga sel-sel

tersebut akan mendapatkan oksigen dan nutrisi yang cukup."

Pertumbuhan sel kanker merupakan proses yang bertahap dan diawali
dengan hilangnya kontrol proliferasi sel. Sel kanker akan membelah sangat cepat
dan mencapai pertumbuhan sel hingga berukuran kurang lebih 2-3 mm® (in citu
carcinoma). Seiring pertumbuban sel kanker tersebut, maka akan dihasilkan sel-
sel kanker yang semakin menjauhi kapiler terdekat. Akhirnya sel kanker berhenti
bertumbuh dan mencapai keadaan steady state. Restriksi ini diakibatkan karena

kurangnya nutrisi dan oksigen.

Sel kanker in situ ini bisa menjadi dorman dan tidak terdeteksi dalam
waktu beberapa bulan bahkan bertahun-tahun. Setelah beberapa bulan atau tahun,
sel kanker in situ ini dapat berubah fenotipenya menjadi fenotipe angiogenik
melalui proses yang dikenal angiogenic switch, yang menginduksi pembentukan
kapiler baru dan mulai menginvasi jaringan sekitamya. Terjadinya angiogenic
switch terkadang merupakan hasil dari peningkatan ekspresi MMPs. Angiogenic
switch bergantung pada keseimbangan antara fakior proangiogenik dan
antiangiogenik sel kanker. Hal ini terlihat seperti pada gambar 2.1.

Angiogenic Switch in Tumors

I Proaugiogenic f:lcmrsl I.-\nti-nng.iogm.ic factorsl

Sawitel off s tauor it dormant stare

JAnti-angiotenic factors|
—_—

| Proausjogenic ﬁ’M

Switch on ESm> new vessel fommtion. tapid mmor growth and
metastesis

Gambar 2.1. Angiogenic Switch
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Sel kanker sendiri menghasilkan VEGF, mensekresi protease dan
inhibitornya secara simultan. Keseimbangan sckresi protease dan inhibitornya
meregulasi tingkat proteolisis ekstraseluler yang akhirnya akan meningkatkan atau
menurunkan angiogenesis. Sel kanker bukan hanya satu-satunya sumber faktor
angiogenik pada kanker. Sel kanker akan merekrut makrofag dan sel mast,
kemudian meakrofag dan sel mast akan mensekresi faktor angiogenik seperti FGF
dan TNFo.” Pada gambar 2.2 diilustrasikan proses angiogenesis sel kanker yang

avaskuler menjadi sel kanker yang vaskuler.

Wasculirtasd o Vessel regression,
wunr hypoxia

Angioycnesiz

Gambar 2.2, Proses angiogenesis sel kanker avaskuler menjadi se! kanker yang vaskuler

Hipoksia adalah rangsang atau kunci utama yang menginisiasi
angiogenesis sel baik secara fisiologis maupun patologis. Konsekuensi
patofisiologi terjadinya hipoksia adalah adanya gangguan mikrosirkulasi secara
struktural maupun fungsional. Respon sel kanker terhadap kondisi tekanan
oksigen yang rendah adalah dengan meningkatkan aktifitas hypoxia-inducible

factor (HIF). Hypoxia-inducible factors (HIF-1 dan HIF-2) adalah faktor
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transkripsi yang heterodimer, terdiri dari subunit a dan B. Respons HIF diinduksi
oleh faktor transkripsi HIF-1a dan ekspresi HIF-1PB (juge dikenal dengan aryl
hydrocarbon nuclear translocator) yang terus menerus.’® Dalam kondisi hipoksia,
subunit B selalu diekspresiken, sedangkan subunit o dilindungi dari proses
degradast.

Selama proses karsinogenesis kanker payudara, ekspresi HIF-1a secara
signifikan berkaitan dengan peningkatan ekspresi VEGF.?! Hipoksia sel kanker
akan merengsang peningkatan aktivitas aktivator transkripsi Hypoxia-inducible
factor-1 (HIF-1). Aktivator transkripsi HIF-1 di dalam nukleus akan berikatan
dengan Hypoxia responsive element (HRE) yang selanjutnya akan menginduksi
aktivitas transkripsi protein-protein proangiogenik, seperti VEGF. Sel kanker
sendiri menghasilkan VEGF dan juga mensekresi protease dan inhibitornya secara
simultan.

23 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF dikenal sebagai suatu peptida yang multi-fungsional, mampu
menginduksi reseptor untuk proliferasi sel endotel dalam proses angiogenesis baik
secara in vivo maupun secara in vitro,'">'*% VEGF adalah mitogen yang menjadi
media utama pada proses angiogenesis.> VEGF disekresi oleh sel kanker
payudara kemudian menstimulasi proses angiogenesis melalui mekanisme
parakrin di ekstraseluler sel kanker dan memicu pertumbuhan sel kanker melalui
mekanisme autokrin.”® VEGF merangsang proliferasi sel endotel pembuluh darah
untuk memulai proses angiogenesis.® VEGF bekerja dengan mengikat reseptor
spesifik (tirosin kinase) pada sel endotel dan mengeluarkan sinyal angiogenik
yang merangsang angiogenesis.””> Protein VEGF terdiri dari sekurangnya tujuh
struktur glikaprotein VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE dan placenta

growth factors 1 dan 2.1'1%1428

Pada manusia, efek VEGF terhadap sel endotel diperantarai melalui dua
reseptor yang berafinitas tinggi, VEGFR-1 dan VEGFR-2. VEGFR-1 dan

VEGFR-2 memiliki persamaan identik sebesar 33% pada domain ekstraselularnya
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dan 80% pada domain tirosin kinasenya. Ekspresi VEGFR-3 lebih utama berada
di pembuluh limfe dan hanya berikatan dengan VEGF-C dan -D) ;3. Ikatan antara

berbagai isoform protein VEGF dan reseptor VEGF dapat terlihat pada gambar
2.3, 11,12,14.28

YEGF-B,..
VEGF-B,.,
PLGF-1,2

5
VEG YEGFRY NRP-2
(Fi (Flt-4)
Vasculogenesis Lymphangiogenesis

Angiogenesis

Abbroviativns: MM — matrix metatloproteinase; NRP — newropiling
MG = placental growth ctor: VEGE — sasoudar enuduibelial prowik
Soewr; VEGER = VEGE recopior

Hicklin D). Elis LN J Clin Onead 2005:25:0001-1027, Reprinted with pernission frow the American Society of

Clinicat Oncology @ ahar 2.3. Struktur ikatan VEGF dan reseptor VEGF

VEGFA (biasa dikenal dengan VEGF), adalah glikoprotein homodimerik dan
memiliki sekurangnya lima isoform yang berbeda yang terbentuk dari pemisahan
alternatif gen VEGF (VEGF;2,, VEGF4s, VEGF65, VEGF g9 and VEGFzpe).
Fungsi VEGFA. diperantarai oleh ikatannya dengan reseptor VEGFR1 (#t-1) dan
VEGFR2 (KDR). Reseptor-reseptor tersebut terdiri dari tujuh domain ekstraseluler
serupa immunoglobulin, sebuah domain tunggal transmembran dan consensus
domain tirosin kinase. VEGFR2 diperkirakan sebagai media utama terhadap efek
proangiogenik dari VEGFA, Walaupun faktanya bahwa VEGFR1 memiliki

afinitas yang tinggi terhadap VEGFA, namun diduga bahwa VEGFRI1 berfungsi
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sebagai reseptor pengalih, memodulasi kemampuan VEGF berikatan dengan
VEGFR2. VEGFA juga dapat berikatan dengan neuropilin, sebuah ko-reseptor
yang terdapat di sel endotel, sel stroma dan sel tumor, yang meningkatkan ikatan
antara VEGF dengan VEGFR2 sekaligus menguatkan sinyal VEGF.'!14%8

VEGFB hanya berikatan dan mengaktivasi dengan reseptor VEGFRI,
sedangkan VEGFC dan VEGFD berikatan dengan VEGFR2 dan VEGFR3 (Fit-4)
yang berfungsi sebagai media limfangiogenesis. Keseluruhan karakteristik famili
VEGF dan reseptor VEGF meliputi lokasi protein VEGF pada kromosom dan
berbagai isoform VEGF berdasarkan ikatan heparin dan ikatan proteoglikan
heparin-sulfat dapat dilihat pada tabel 2.1 dan tabel 2.2.!112%

Tabe! 2,1, Karakteristik protein VEGF.>

Properties of the members of the VEGF family

Chromoso Soluble VEGF

VEGF protein mal | S Heparin-binding, Heparan-sulphate
location proteoglycan binding
isoform

VEGF-A 14, VEGF-A g5, VEGF-Agg,
RECRESE ) S VEGFAys, weakly: VEGF-A 45, VEGF-A g9,

VEGF-A;5 VEGF-A3, VEGF Ay,  VEGF-Asg

VEGF-A s
VEGF-B 1ig13 VEGF-B ¢ VEGF-B 47 VEGF-B189
VEGF-C 4q34 No No
VEGF-D Xq22.31 Yes Yes No
VEGF-E Orf Virus Yes No No
genome

PIGF 14q24 PIGF-1 PIGF-2, PIGF-3 PIGF-1

VEGF membeni efek multipel selama proses angiogenesis: VEGF
bertindak sebagai faktor mitogen untuk sel endotel vaskuler, juga menstimulasi
sekresi dan aktivasi enzim-enzim yang terlibat dalam proses degradasi matriks
ekstraseluler seperti uPA dan reseptor uPA (uPAR).!4#
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Tabel 2.2. Reseptor VEGF, ligan dan fungsinya®®

VEGF receptors
Receptor Ligand Function

VEGFR-1 (Flt-1) VEGF-A Promotion of cell migration
VEGF-A g Organization of blood vessels
VEGF-B PIGF-1 Gene expression of monocytes and macrophages
PIGF-2

VEGFR-2 (KDR, Flk-1}  VEGF-A Mitogenesis, differentiation of endothelial cells
VEGF-A s Promotion of cell migration
VEGF-A g5 VEGF-C  Enhancement of vascular permeability
VEGF-D

VEGFR-3 (Fli-4) VEGF-C Regulation of growth and maintenance of lymphatic
VEGF-D system

Neu-1 VEGF-A g5 PIGF-2 Development of cardiovascular system

Neu-2 VEGF-A 45 Organization of peripheral nerve fibres

Development of vascular networks

2.4 Kurkumin

Kurkumin adalah suatu tanaman herbal dengan bentuk akar yang lonjong
dan berwarna kuning hingga kecoklatan berasal dari tanaman turmeric, akar
tanaman Curcuma Longa Linn (lihat gambar 2.4).>*7**37 Kurkumin pertama kali
diisolasi oleh Vogel pada tahun 1842 dan pada tahun 1910 untuk pertama kali
Milobedzka mengidentifikasi struktur kurkumin sebagai 1,6-heptadiepe- 3,3-
dione-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-(1E,6E) atau diferuloylmethane. Pada
tahun 1918, struktur feruloylmethane dari kurkumin disintesis oleh Lampe.*
Tinggi tanaman ini dapat mencapai 1 meter. Akar tanaman memiliki dimensi
panjang 2-5 c¢m, dengan tebal 1-1,8 cm. Tanaman ini tersebar luas di negara
dengan iklim tropis seperti India, Cina, Indonesia dan negara di benua Asia

lainnya. Tanaman ini dikenal dengan nama kunyit di Indonesja.*
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Gambar 2.4, Tanaman Curcuma Longa (A), Rhizome (akar) {B), Rhizome kering {C)

Kurkumin adalah suatu polifenol aktif dengan rumus kimia C;3H00¢ yang
bersifat hidrofobik, berat molekul 368,37 g/mol dan dikenal sebagai kurkuminoid.
Secara kimiawi, kurkumin adalah suatu bis-o,B-unsaturated B-diketone {lazim
disebut diferuloylmethane) yang memperlihatkan tautomerisme keto-enol, dimana
gugus keto predominan dalam larutan asam dan netral, sedangkan gugus enol
stabil dalam media alkali. Kurkumin komersial merupakan campuran zat
kurkuminoid yang terdiri dari 77% curcumin (diferuloylmethane), 18%
demethoxycurcumin dan 5%  bisdemethoxycurcumin®*®**12  Struktur  kimia
kurkumin dan fraksinya dapat kita lihat pada gambar 2.5. Dengan menggunakan
spektrofotometer, absorbsi maksimum (Amax) kurkumin dalam metanol pada
panjang gelombang 430nm dan kurkumin dalam aseton pada panjang gelombang
415-420 nm. Pada kondisi pH 2.5 — 7, kurkumin berwarna kuning terang,
sedangkan pada kondisi pH >7 berwarna merah. Stabilitas kurkumin dalam media
cair {aqueous) meningkat pada pH tinggi (>11.7), namun pada dasarnya kurkumin
kurang larut dalam air dibandingkan dalam DMSO. etanol. metano! atau aseton.
Pada kondisi pH asam kurkumin lebih stabil dibandingkan dalam kondisi netral
dan pH basa. )
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Selama berabad-abad, kurkumin telah digunakan secara tradisional sebagai
pewarna kekuningan pada kari dan pemberi rasa pedas pada makanan orang India
dan Asia. Tanaman ini telah dikonsumsi oleh jutaan manusia, terlebik di benua
Asia. Selain digunakan sebagai bumbu masakan, zat ini juga telah digunakan
sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai penyakit di berbagai belahan
dunja. Pada pengobatan Ayurveda, kurkumin adalah terapi yang sudah tercatat
dengan baik untuk mengobati berbagai penyakit saltiran pemapasan seperti, asma,
hiperaktifitas bronkus dan alergi. Pada pengobatan tradisional india, kurkumin
telah digunakan untuk mengobati inflamasi. Selain untuk mengobati inflamasi,
kurkumin juga digunakan untuk mengobati penyakit antara lain, penyakit hati
(jaundice), gangguan pencernaan penyakit traktus urinarius, artritis thematoid dan
gigitan binatang.*®

Berdasarkan beberapa studi, kurkumin juga memiliki beberapa efek
farmakologik seperti antioksidan, antiinflamasi dan free radical scavenging.
Selain itu fitokimia ini juga poten sebagai inhibitor reactive oxygen-generating
enzymes sepertt lipooksigenase/siklooksigenase, xantin dehidroksigenase
/oksidase, nitrit oksida sintase (NOS), peroksida, anion superoksida dan radikal
hidroksit.*!

Pada percobaan in vitro, kurkumin menekan pertumbuhan berbagai sel
kanker antara lain kanker payudara, kanker kulit, kanker lambung, kanker colon,
kanker prostat dan kanker hati,***"4344434 Eiiokimia ini menekan pertumbuhan
sel kanker (antiproliferasi) melalui kemampuannya menghambat angiogenesis dan
pertumbuhan serta menginduksi apoptosis (pro apoptosis), pada berbagai sel
kanker secara in vitro dan in vivo dapat menekan karsinogenesis sel kanker

payudara dan organ lainnya.*'“*"

Pada gambar 2.6 diperiihatkan potensi
curcumin sebagai antikanker berbagai jenis kanker secara umum. Sedangkan pada
gambar 2.7 diperlihatkan peranan kurkumin sebagai molekul yang mudti-target

dibandingkan dengan beberapa obat-obatan yang sifatnya mono-target.
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Gambar 2.5. Struktur kimia kurkumin dan fraksinya

Gambar 2.6. Potensi kurkumin terhadap beberapa jenis kanker
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2,5 Kurkumin dan Angiogenesis

Kurkumin dapat menghambat aktivasi berbagai faktor transkripsi terutama
faktor transkripsi VEGF,antara lain HIF1A, menghambat aktifitas sinyal AP-1,
menekan aktifitas ERKI/ERK2 dan p38 dan juga menekan aktifitas HER-2. Hal

ini terjadi karena kurkumin mampu berikatan dan berinteraksi dengan molekul-
)2

molekul tersebut. (lihat gambar 2.8
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Gambar 2.7. Kurkumin sebagai molekul yang multi-target

Kurkumin mampu menekan ekspresi gen HER2. Pada kanker payudara,
peningkatan ekspresi gen HER2 berperan besar pada perkembangan sel kanker
payudara dan juga sebagai faktor prognostik.*® Jika ekspresi gen HER2 dihambat
maka jalur aktivasi sinyal seluler yang menginduksi ekspresi Ras-ERK dan
Phospatidilinositol-3 Kinase (PI3K) akan dihambat. Hambatan terhadap ekspresi
Ras-ERK 1/2 maka faktor transkripsi SP1 dan co promotor CBP p300 tidak dapat
mengaktifkan transkripsi VEGF melalui proses fosforilasi.***? Sedangkan
hambatan terhadap PI3K akan menekan aktivasi jalur protein kinase B dan
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akhirnya translasi mRNA VEGF tidak akan terjadi, dan VEGF tidak akan
dihasilkan. Aktivitas PI3K dan protein kinase B tidak hanya diaktifkan oleh gen
HER2, keadaan hipoksia juga mengaktivasi PI3K dan pada akhimya
mengaktifkan jalur protein kipase B. Kurkumin juga secara langsung dapat
menghambat aktivasi PI3K dan aktifitas protein kinase B.'*®

Selain hambatan terhadap gen HER2, kurkumin juga menghambat aktifitas
HIF1A. Seperti terlihat pada gambar 2.8, jika aktifitas HIF1A dihambat maka
proses transkripsi VEGF juga dihambat, pada akhirmya kadar VEGF akan

menurun dan angiogenesis terhambat,

WIS COM A0 G O BTN f AN

i';éﬁ Stress-activated patiway
B i PR ERE TR R 1 R T

VEGF rnF_INA

o1l

tranckahon

Gambar 2.8. Regulasi ekspresi protein VEGF™?

Kurkumin juga menghambat faktor transkripsi AP-1, AP-2, Egr-1, Sp-1.
Jika faktor transkripsi ini tidak diaktifkan, maka reaksi fosforilasi proses
transkripsi VEGF tidak dapat berlangsung, dan VEGF tidak akan dihasilkan.
Kemampuan dari stress-activated kinase p38 juga dapat dihambat oleh molekul
kurkumin, sehingga proses translasi VEGF tanpa adanya sintesis mRNA VEGF
yang baru tidak dapat berlangsung.***
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3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan peneliian eksperimental in vitro pada kultur

jaringan.

3.2 Waktu dan Tempat Penclitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Makmal, Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta. Waktu penelitian adalah dari Januari
2009 hingga Mei 2009.

3.3 Sampel dan perhitungan jumlah sampel

3.3.1 Sampel
Sampel penelitian adalah sel kanker payudara galur MCF-7 (breast
cancer cell line MCF7).

3.3.2 Penentuan besar sampel menggunakan rumus Federer:
(t-1)(n-1)>15; =3 (jumlah perlakuan), n = jumlah sampel
2(n-1)>15
2n-2 > 15
2n > 17
n>8.,5
Berdasarkan perhitungan dengan rumus diatas, jumlah sampel yang
dibutuhkan adalah 9 sampel untuk tiap kelompok (1 kelompok
kontrol dan 2 keloinpok perlakuan), maka jumlah total sampel
adalah 27 sampel.

34  Alat dapn Bahan
34.1 Alat
a. Quantikine ELISA £if untuk pemenksaan Human VEGF
b. Micro pipette dan pippete tips
c. Tabung Polypropilene
d. ELISA Reader
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Laminar air flow untuk ruang kerja steril

Tabung kultur (TC 25 flask)

Pipet Pasteur steril (3mL)

Disposable syringe SmL dan 10mL

Disposable sterile filter dengan pori 0,2 um untuk sterilisasi

T @ te o0

-t ¥

larutan

j- Inkubator (Forma Scientific)

k. Vortex mixer (super vortex) untuk homogenisasi larutan dalam
tabung

. Tabung sentrifus

m. Tabung eppendorf 1500 pL

n. Gelas Beker

Autoklaf untuk sterilisasi alat

Neraca elektronik untuk menimbang bahan kimia

o

Pengaduk untuk homogenisasi larutan

n .8 op

Ph meter

b

Inverted Microscope with phase contrast optics

t. Micro TC well

u. Centrifuge

Bahan

a. MCFY-7 breas:! cancer cell line

b. RPMI 1640 (Roswell park memorial institute) stok untuk
medium kultur sel

c. FBS (fetal bovine serum) untuk suplementasi medium dan
menghentikan kerja tripsin

d. Penisilin-Streptomisin sebagai antibiotika untuk menghambat
pertumbuhan kontaminan bakieri gram (-) pada medivm kultur

e. Fungizon untuk menghambat perumbuhan jamur pada medium
kultur

f. Lamtan tripsin 0,025% - EDTA 0,02% untuk memecahkan

ikatan sel pada tabung kultur
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g PBS (phosphate buffer soutionl) untuk pencucian sel dan
pelarut bubuk kurkumin

h. Akuabides steril untuk melarutkan medium RPMI, PBS
(phosphate buffer solution) dan larutan wash buffer Quantikine

i. NaOH 0,1 N untuk menyesuaitkan pH medium kultur dan
sebagai pelarut bubuk kurkumin

j.  HCLIM untuk menyesuaikan pH medium kultur

35 CaraKerja

3.5.1 Pembuatan Medium Kultur
Awalnya dibuat medium stok RPMI 1640 dengan cara melarutkan
8,2 gram bubuk RPMI 1640 ke dalam 500 ml. akuabides steril dan
anionik dan ditambahkan dengan 1 gram Natrium bikarbonat
(NaHCO3). pH larutan diatur hingga mencapai 7,4. Selanjutnya
medium stok im disaring menggunakan filter steril berpori 0,2 pm.
Kedua adalah pembuatan medium RPMI 1640 komplit dengan cara
mencampur medium stok RPMI 1640 sebanyak 45 mL, FBS 5mL,
Penisilin-Streptomisin  0,4mL, fungizone 04mL. Selanjutnya
medium komplit ini disaring menggunakan filter steril berpori 0,2
pm dan disimpan dalam tabung TC flask 25 steril pada suhu 2-8°C.

3.5.2 Pembuatan larutan kurkurnin
Penelitian ini mengpgunakan bubuk kurkumin (Merck) dengan
kemurnian 90%. Untuk mendapatkan kemurnian kurkumin 100%
dan konsentrasi larutan 0,05 dan 0,1 mM adalah dengan cara berikut
Konsentrasi larutan 0,05mM:
Dilarutkan 0,004 gram kurkumin ke dalam 1mL NaOH 0,1M diaduk
dengan vorteks dan segera ditambahkan dengan PBS hingga 10 mL,
aduk kembali dengan vorteks. Setelah larutan homogen, diambil
0.5mL larutan tersebut dan dicampur dengan 9.5mL RPMI 1640
komplit.
Konsentrasi larutan 0,1mM:
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Dilarutkan 0.004 gram kurkumin ke dalam 1mL NaOH 0,1M diaduk
dengan vorteks dan segera ditambahkan dengan PBS hingga 10 mL,
aduk kembali dengan vorteks. Setelah larutan homogen, diambil
ImL larutan tersebut dan dicampur dengan SmL RPMI 1640
komplit.

3.5.3 Subkultur sel kanker payudara galur MCF-7

1.

Laminar flow disiapkan. Area kerja dibersihkan dengan
alkohol 70%. Seluruh reapen dan material diletakkan paa
area kerja.

Sel kanker MCF-7 dari LAPTIAB LIPI diobservasi di bawah
inverted microscope phase contrast dan terlthat sel yang
melekat tumbuh menyebar sebagai selapis sel yang melapisi
dasar flask (monolayer)

Supernatan dari flask dibuang di wadah plastik di area kerja
laminar flow.

Sel dicuci dengan PBS

Tambahkan trypsin 0,,02%-EDTA 0,05% (2ml) dan taruh
dalam inkubator 2-3 menit.

6. Ikatan sel dipecah dengan memipet berulang kali
7. 0,5mL FBS dimasukkan ke dalam tabung sentrifuge dan

10.

11.
12,
13.

suspensi sel dimasukkan ke dalam tabung tersebut. FBS
dibutuhkan untuk menghentikan kerja trypsin.

Tabung sentrifuge dimasukkan ke dalam cenfrifuge dan
diputar dengan kecepatan 2000 rpm selama 5 menit
Supernatan dibuang dan resuspensi pelet dengan 1 mL larutan
RPMLFBS 10%, Pen-Strep dan Fungizone

Suspensi dibagi menjadi 3 bagian, lalu dimasukkan masing-
masing bagian ke dalam TC flask, diinkubasi selama 72 jam.
Lalu langkah 3-9 diutangi lagi.

Lalu diambil satu tetes dari 1 mli suspensi sel untuk hitung sel
Lalu dimasukkan suspensi sel ke microwell-4 sebanyak 9

sumur untuk kelompok kontrol, 9 sumur untuk kelompok
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perlakuan dengan dosis kurkumin 0,05mM dan 9 sumur
untuk kelompok perlakuan dengan dosis kurkumin 0,1mM.
Jumiah sel tiap sumur dimasukkan dalam jumiah yang sama
agar homogen sebanyak 10x10* se/mL..
14. Inkubasi masing-masing wel/ dalam inkubator selama 72 jam.
3.5.4 Pengambilan cairan kultur
Setelah diinkubasi selama 72 jam, cairan dari tiap sumur diaspirasi
dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1500 pL. Semua tabung
disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm.
Supernatan yang terbentuk dipindahkan ke dalam tabung eppendorf
1500 pL dan disimpan pada subu -20°C hingga akan dilakukan
pemeriksaan VEGF menggunakan metode ELISA.
3.5.6 Pengukuran kadar VEGF
Pengukuran kadar VEGF secara kuantitatif dilakukan sesuai dengan
prosedur Quantikine Human VEGF Immunoassay, dari R&D Systems
United States of America. Prinsip dasar pengukuran dengan teknik
quantitative sandwich enzyme immunoassay. Spesifik antibodi
monoklonal untuk VEGF telah dilapis/ditanam pada microplate.
Larutan standart and supernatan sampel dipipetkan ke dalam sumur
dan setiap VEGF yang ada akan diikat oleh antibodi. Setelah
pencucian untuk menghilangkan setiap substansi yang tidak terikat,
spesifik  enzyme-linked polyclonal antibody terhadap VEGF
ditambahkan ke dalam masing-masing sumur. Lalu dilakukan
pencucian untuk membuang setiap reagen antibodi-enzim yang tidak
terikat. Setelah pencucian, larutan substrat ditambahkan ke dalam
masing-masing sumur dan muncul perubahan warna sesuai dengan
proporsi jumlah VEGF yang terikat padatahap inisial. Perubzhan
wama dihentikan dan intensitas warna diukur dengan ELISA Reader,
dengan absorbansi pada panjang gelombang 450nm dengan koreksi

pada panjang gelombang 540nm.
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Spesifikasi

Sensitivitas 1< 5 pg/mL

Rentang Detekst : 0—1000 pg/mL

Variasi infra-assay 1+3,5%

Variasi inter-assay +5%
Persiapan Reagensia:

1. Wash Buffer: 20 mL wash buffer concentrate dicampurkan
dengan akuabides steril terionisasi hingga
mencapai 500mL. ‘

2. Substrate Solution: Sml. Reagen warna A dicampur dengan SmL
reagen warna B. Lindungi campuran reagen dari
cahaya.

3. VEGF Standard: Larutkan VEGF standart dengan ImL
Calibrator Diluemt RDSK untuk supernatan kultur
sel. Dihasilkanlah larutan stok standart 2000pg/mL.
Diamkan larutan standart minimum 15 menit
dengan divorteks secara halus untuk pencampuran.

4, Mempersiapkan larutan standart:

Larutan standart disiapkan menggunakan tabung polipropilen
sebanyak 7 tabung. 500pL Calibrator Diluent RD5SK dimasukkan ke
dalam masing-masing tabung. Untuk menghasilkan seri pengenceran,
500 pL larutan stok standart 2000 pg/mL dimasukkan ke dalam
tabung pertama, lalu diaduk hingga tercampur sebelum transfer
berikutnya, demikian selanjutnya dilakukan untuk semua tabung.
Pengenceran dapat dilihat seperti pada gambar 3.1.
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Gambar3.1. Pengenceran Larutan Standart ELISA VEGF

Prosedur pemeriksaan kadar VEGF kuantitatif:

1.
2.

Semua Reagen, standart dan sampel dipersiapkan

Mikroplate dikeluarkan dart kantongnya dan dimasukkan 50pL Assay
Diluent RD1W ke masing-masing sumur

Kemudian dimasukkan 200 pL Standart, kontrol dan sampel ke
masing-masing sumur

Tutup dengan strip pelekat yang disediakan dan inkubasi selama 2 jam
pada suhu ruang

Aspirasi masing-masing sumur dan cuci menggunakan wash buffer
400 pL. Pencucian diulangi sebanyak 2 kali untuk mendapatkan 3x
pencucian.

200ul.  konjugat VEGF dimasukkan ke masing-masing sumur.
Microplate ditutup kembali dengan strip perekat. Inkubasi selama 2
jam pada suhu ruang

Aspirasi masing-masing sumur dan cuci menggunakan wash buffer
400 pL. Pencucian diulangi sebanyak 2 kali untuk mendapatkan 3x
pencucian.

200ul. Substrate Solution dimasukkan ke masing-masing sumur.
Lindungi microplate dari cahaya. Inkubasi selama 20 menit pada suhu
ruang

50uL Stop solution ditambahkan ke masing-masing sumur. Microplate
diketuk perlahan agar jarutan tercampur dengan baik, akan terlihat

perubahan warna pada masing-masing sumur.
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10, Dalam jangka waktu kurang dari 30 menit, ukur densitas optik tiap
sumur dengan microlate reader yang diatur pada panjang gelombang

450nm dengan koreksi panjang gelompang pada 540nm.

3.6 Alur Penelitian

kultur jaringan kanker payudara
MCF-7 cell line

k 4

Subkultur jaringan kanker
payudara MCF-7 cell line

r

¥

Perlakuan B

_/

¥
Kontrol ) ( Perakuan A

Pembenan kurkumin
0,1 mM

Pemberian kurkumin
0,05 mM

N

C
C

Inkubasi selamea Inkubasi selama Inkubasi selama
72 jam 72 jam 72 jam
h 4 r
Pemeriksaan Pemeriksaan
Pemen ksazan B EGE Bliatpeel
kadar VEGF p ELISA
dengan ELISA engan dengan ELISA

/\/\/\/‘\\JU

Gambar 3.2. Alur kerja penelitian

3.7 Analisis Data
Hasil yang diperoleh, dipresentasikan dalam bentuk tabulasi dan diuji
kemaknaan dengan uji ONE-WAY ANOVA. Sebelum dilakukan vji kemaknaan,

seluruh data dari tiap kelompok uji dilakukan uji normalitas. Jika didapatkan
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bahwa tiap kelompok data memiliki distribusi data yang normal, maka selanjutnya
dilakukan uji varians. Jika varians data sama untuk tiap kelompok uji, maka data
tersebut memnuhi syarat untuk uji kemaknaan one way-ANOVA. Jika distribusi
data tidak normal dan atau varians data tidak sama, maka harus dilakukan
transformasi data untuk mendapatkan distribusi data yang normal dan varians data
yang sama. Jika telah dilakukan transformasi, distribusi data tetap tidak normal
dan atau varians data tetap tidak sama, maka dilakukan uji kemaknaan dengan uji
non-parametrik Kruskal Wallis.
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4. HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian didapatkan berdasarkan hasil pemeriksaan dengan
Quantikine ELISA untuk VEGF manusia. Pembacaan serapan pada panjang
gelombang 450 nm dengan koreksi 540 nm dilakukan terhadap tiga kelompok
sampel perlakuan. Kelompok perlakuan pertama adalah MCF-7 yang tidak dibert
kurkumin, kelompok kedua adalah MCF-7 yang dibenrr kurkumin 0,05mM,
sedangkan kelompok ketiga adalah MCF-7 yang diberi kurkumin 0,ImM, dan
ketiga kelompok sampel tersebut diinkubasi selama 72 jam didalam inkubator.

Kadar VEGF kelompok perlakuan pertama (MCF-7 tanpa kurkumin)
adalah 6,47+1,23 pg/mL. Kelompok perlakuan kedua (MCF-7 +kurkumin
0,05mM) memiliki kadar VEGF 4,12+1,66 pg/mL. Sedangkan kelompok
perlakuan yang ketiga memiliki kadar VEGF 4,74+1,21 pg/mL. (Lihat Tabel 4.1)

Tabel 4.1. Kadar VEGF pada serapan 450 nm dengan koreksi 540 nm

Sampel Kadar VEGF pg/mL
MCF-7 MCEF-7 MCF-7
tanpa kurkumin (kontroi) + kurkumin 0,05mM + kurkumin 0,1 mM
1 6,850 2,842 4,468
2 5,476 5,476 5.138
3 5,480 7.9 5,816
4 6,159 3,483 7,198
5 8,254 4.468 3,809
6 8,608 3,809 5138
7 6,504 2,842 3,809
8 5,816 2,842 3,809
9 5,138 3,483 3,483
X 6,476 4,12 4,74
SD 123 1,66 121

Berdasarkan analisa data kadar VEGF mengounakan SPSS 16, kadar
VEGF pada kelompok perlakvan kedua (MCF-7+kurkumin 0,05mM) memiliki
perbedaan bermakna dengan kadar VEGF icelompok perlakuan pertama (MCF-7
tanpa kurkumin) (p= 0,014). Kadar VEGF pada kelompok perlakuan ketiga
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(MCF-7+kurkumin 0,1mM) juga memiliki perbedaan bermakna jika dibandingkan
dengan kelompok perlakuan pertama (MCF-7 tanpa kurkumin) (p=0,001). Namun
kadar VEGF pada kelompok perlakuan kedua (MCF-7+kurkumin 0,05mM) jika
dibandingkan dengan kelompok perlakuan ketiga (MCF-7+kurkumin 0,1mM)
tidak didapatkan perbedaan yang bermakna (p=0,262). (Lihat tabel 4.2)

Tabel 4.2 Perbandingan pengaruh kurkumin terhadap kadar VEGF antar kelompok perlakuan

Kelompok MCF-7 tanpa MCF-7T+ MCF-T+kurkumin
kurkumin kurkumin0,05mM 0,ImM

MCF-7 (anpa kurkumin 1 p=0,001 p=0,014

MCF-7+ 0.262
kurkuming,05mM =
MCF-7+kurkumin
p=0,014
0,lmM
n=9 n=9 n=9

Dani hasil penelitian juga didapatkan jumlah se] tiap sampel untuk
kelompok kontrol, kelompek dengan kurkumin kadar 0,05mM dan kelompok

dengan kurkumin kadar 0,1lmM, dapat dilihat pada tabel 3.3
Tabel 4.3 Jumlah sel MCF-7 tiap kelompok periakuan

Sampel Jumlah Sel (x10" sel/ml)
MCF-7 MCF-7 MCF-7
tanpa kurkumin (kontrel} + kurkumin 0,05mM + kurkumin 0,1 mM
1 26.40 5.80 4.80
2 77.60 2.20 3.40
3 82.80 2.40 3.20
4 15.80 4.60 3.00
5 18.80 1.40 3.40
6 15.00 1.40 3.60
7 22.00 3.00 3.20
8 22.20 2.80 1.60
9 29.20 3.00 2.00
X 34,42 2,95 3,13
SD 26,38 1,43 0,92
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Berdasarkan analisis non parametrik untuk jumlah sel tiap kelompok
perlakuan dengan uji Kruskal-Wallis, didapatkan hasil yang bermakna (p=0,000).
Berdasarkan analisa data jumlah sel menggunakan SPSS 16, jumlah sel pada
kelompok perlakuan kedua (MCF-7+kurkumin 0,05mM) memiliki perbedaan
bermakna dengan jumlah sel pada kelompok perlaknan pertama (MCF-7 tanpa
kurkumin) (p< 0,05). Jumlah sel pada kelompok perlakuan ketiga (MCF-
7Ttkurkumin 0,ImM) juga memiliki perbedaan bermakna jika dibandingkan
dengan kelompok perlakuan pertama (MCF-7 tanpa kurkumin) (p< 0,05). Namun
jumlah sel pada kelompok perlakuan kedva (MCF-7+kurkumin 0,05mM) jika
dibandingkan dengan kelompok perlakuan ketiga (MCF-7+kurkumin 0,1mM)
tidak didapatkan perbedaan yang bermakna (p> 0,05). (Lihat tabel 4.4)

Tabel 4.4 Perbandingan pengaruh kurkumin terhadap jumlah sel antar kelompok perlakuan

Kelompok MCF-7 tanpa MCF-T+ MCF-7+kurkumin
kurkumin kurkumin0,05mM 0,1mM
MCF-7 wnpa kurkumin - o Te e p=10,000 p=0,000
MCF-7+ I T
p=0,000

. p= 0,268
kurkumin0,05mM
MCF-7T+kurkumin
p = 0,000 p= 0,268
0,1mM
n=9 n=9 n=%

Berdasarkan data di atas, dilakukan analisis untuk melihat adanya
hubungan korelasi antara jumlah sel kanker dengan kadar VEGF. Dikarenakan
ada distribusi data yang tidak normal, maka dilakukan uji korelasi dengan tes
Spearman dan didapatkan p=0,029.

Dar hasil rerata jumlah sel dan kadar VEGF, dihitung perbandingan yang
antara jumlah sel dan kadar VEGF yang dihasilkan. Pada kelompock kontrol
didapatkan rasio sebesar 5,3 (34,42/6,476), pada kelompok dengan pemberian
kurkumin kadar 0,05mM didapatkan rasic sebesar 0,71 (2,95/4,12), dan pada
kelompok dengan pemberian kurkumin kadar 0,!mM didapatkan rasio sebesar

0,66 (3,13/4,74).
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5.  PEMBAHASAN

Penelitian ini mencoba membuktikan babwa kurkumin kadar 0,1mM dan
kadar 0,05mM dapat menekan aktivitas angiogenesis sel kanker payudara MCF-7
dibandingkan dengan kontrol tanpa pemberian kwrkumin. Pengukuran aktivitas
angiogenesis dapat dilakukan dengan mengukur kadar VEGF yang merupakan
salah satu faktor angiogenik. Faktor angiogenesis VEGF dapat dideteksi dari
cairan kultur jaringan maupun spesimen darah (serum atau plasma). Pada
umumnya kadar VEGF lebih tinggi dideteksi di serum/plasma dibandingkan
dengan cairan kultur jaringan. Faktor angiogenik VEGF tidak hanya dapat
dihasilkan oleh sel endotel pembuluh darah saja, namun sel kanker juga memiliki
kemampuan mensekresi VEGF, oleh karena itu dapat dideteksi pada cairan kultur
jaringan kanker payudara. Metode pemeriksaan VEGF yang digunakan pada
penelitian ini adalah dengan menggunakan metode pengukuran ELISA. Metode
ELISA ini dipilih karena metode ini spesifik terhadap VEGF , mudah
pelaksanaannya dan mengukur VEGF yang disckresikan oleh sel di cairan
supernatan kultur jaringan kanker payudara, sehingga dapat terlihat kadar VEGF
akibat proses sekresi sel bukan VEGF yang berada di dalam sel. Namun
pengukuran dengan menggunakan ELISA ini mermniliki keterbatasan dalam jumlah
sampel yang dapat diperiksa oleh satu perangkat pemeriksaan,

Pada penelitian ini pemberian kurkumin bertujuan menurunkan aktivitas
angiogenesis sel kanker payudara dengan menurunkan kadar VEGF. Kadar
kurkumin 0,05mM yang diberikan pada penelitian ini merupakan kadar tinggi, hal
ini didasarkan pada penelitian yang dilakukan oleh Gururaj dkk pada tahun
2002.*° Pada penelitiannya, Gururaj dkk menggunakan kurkumin kadar 0,01mM
terhadap kultur jaringan sel endometnum EAT, dan kadar tersebut ditetapkan
sebagai kadar tinggi, sedangkan kadar rendah dengan kadar 0,00lmM. Oleh
karena itu, pada penelitian ini kadar vang digunakan yaitu 0,05mM dapat
dikatakan sebagai kadar tinggi. Selain itu, pemberian kadar 0,05mM juga
didasarkan pada penelitian Shao dkk (2002). Penelitian terdahulu yang dilakukan
oleh Shao dkk (2002) membuktikan bahwa kurkumin kadar 0,05mM secara

signifikan dapat menurunkan kadar VEGF pada kultur jaringan sel kanker
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payudara MDA-MB-231 jika dibandingkan dengan konirol, namun tidak
signifikan untuk sel kanker payudara MCF-7. Peneclitian ini berusaha
membuktikan hal yang belum didapatkan oleh Shao dkk. Kadar 0,05mM
diharapkan dapat menjadi kadar yang sesuai untuk menurunken kadar VEGF pada
kultur jaringan. Kadar kurkumin 0,1mM diberikan sebagai pembanding yang lebih
tinggi kadamya untuk membuktikan hipotesis penelitian ini.

Dari hasil penelitian ini didapatkan bahwa pemberian kurkumin kadar
0,05mM mampu menurunkan kadar VEGF pada kultur jaringan kanker payudara
MCEF-7 setelah masa inkubasi selama 72 jam jika dibandingkan dengan kontrol
tanpa pemberian kurkumin secara signifikan. Hal ini berbeda dengan hasil yang
didapatkan oleh Shao dkk (2002). Perbedaan yang terjadi pada hasil penelitian ini
dengan penelitian Shao dkk dapat disebabkan oleh metode pemeriksaan yang
digunakan dalam penelitian. Shao dkk menggunakan tekmik Western Blot
sedangkan penelitian ini menggunakan teknik ELISA dalam mengukur kadar
VEGF pada kultur jaringan kanker payudara. Perbedaan lainnya terdapat pada
media kultur yang digunakan, penelitian ini menggunakan RPMI 1640 komplit +
FBS10% sebagai medium kultur, sedangkan pada penelitian Shao, medium kultur
yang digunakan adalah DMEM. Masa inkubasi juga berbeda pada kedua
penelitian ini, Shao dkk melakukan inkubasi selama 48 jam, sedangkan pada
penelitian im masa inkubasi selama 72 jam. Beberapa perbedaan tersebut di atas

memungkinkan terjadinya perbedaan hasil dan kemaknaannya,”!

Dari hasil penelitian, kelompok sampel dengan pemberian kurkumin kadar
0,ImM pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 memiliki hasil yang
bermakna jika dibandingkan dengan kontrol tanpa pemberian kurkumin. Namun,
jika kelompok sampel dengan kadar kurkumin 0,imM ini dibandingkan dengan
kelompok sampel dengan pemberian kurkumin kadar 0,05mM, tidak ditemukan
perbedaan yang bermakna diantara keduanya. Hal ini diperkuat dengan adanya
data jumlah sel dari masing-masing kelompok perlakuan. Pada kelompok
perlakuan dengan kurkumin kadar 0,05mM dan kadar 0,1mM memiliki perbedaan
bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol. Namun antara kelompok
perlakuan dengan kurkumin kadar 0,05mM dan kadar 0,1mM, jumlah sel antar

kelompok tersebut tidak didapatkan perbedaan yang bermakna. Berdasarkan data
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tersebut di atas, dapat dikatakan bahwa ada hubungan antara jumlah sel dengan
kadar VEGF. Kemudian dilakukan analisis menggunakan SPSS 16 untuk melihat
korelasi antara jumlah sel dengan kadar VEGF, dan didapatkan hasil yang
bermakna dengan p= 0,029

Hasil penelitian Shankar dkk (2007) yang menggunakan kurkumin dalam
berbagati kadar (0,02 mM, 0,04 mM dan 0,06mM) pada kultur sel kanker prostat
PC-3, didapatkan hasil yang bermakna untuk setiap kadar kurkumin yang
diberikan. Shankar menggunakan formasi tubular yang dibentuk oleh sel HUVEC
untuk melihat aktivitas pembentukan kapiler baru yang bersifat kualitatif,
sedangkan penelitian int menggunakan pengukuran kadsr VEGF vyang bersifat
kuantitatif. Pada prinsipnya dengan pemberian kurkumin baik penelitian ini
maupun penelitian Shankar, keduanya memiliki kesamaan dalam hal menekan

terjadinya angiogenesis.*

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Holy tahun 2002, kurkumin
terbukti dapat menekan proliferasi sel kanker payudara MCF-7 pada kultur
jaringan melalui mekanisme induksi mikronukleasi dan bambatan pada
pembelahan mitosis sel kanker. Hal ini dapat mendukung adanya penurunan
jumlah sel kanker payudara MCF-7 pada hasil penelitian ini dibandingkan dengan
Jjumiah sel yang tidak diberikan kurkumin. Sehingga ada kemungkinan penurunan
kadar VEGF merupakan efek sekunder dari hambatan proliferasi kurkumin
terhadap sel kanker payndara MCF-7.%°

Namun dilain pihak, selain dalam proses angiogenesis, VEGF juga
memiliki efek non-angiogenik pada kanker payudara. Mercurio dkk (2001)
mendapatkan hahwa sel kanker payudara ada yang memiliki sifat ketergantungan
terbadap VEGF sebagai faktor untuk bertahan hidup. Berdasarkan penelitiannya,
reduksi VEGF sebanyak 50%, secara signifikan meningkatkan apoptosis sel,
meskipun dengan pemberian serum dengan kadar 10%. Berkaitan dengan
penelitian ini, akibat dari hambatan sekresi VEGF oleh kurkumin terhadap sel
kanker payudara MCF-7, maka kemampuan bertahan hidup dari sel kanker
tersebut akan berkurang, sehingga akan meningkatkan kematian dari sel, Sehingga
secara tidak langsung VEGF yang dihasilkan oleh sel kanker mampu
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meningkatkan kemampuan sel kanker untuk bertahan hidup dan menjalani siklus
kehidupan sel kanker tersebut lebih lanjut.”’

Berdasarkan hasil perhitungan perbandingan antara jumlah sel kanker
payudara MCF-7 dengan kadar VEGF yang dihasilkan pada tiap kelompok, dapat
disimpulkan bahwa ada penurunan yang bermakmna pada rasio jumlah sei dan
kadar VEGF antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan kurkumin
0,05mM dan kelompok perlakuan kurkumin 0,1mM. Berdasarkan perhitungan
tersebut dapat dikatskan bahwa dengan peningkatan kadar kurkumin yang
diberikan, rasio antara jumlah sel dan kadar VEGF yang dihasilkan juga semakin
kecil. Ada kemungkinan bahwa semakin besar kadar kurkumin yang diberikan,
maka jumlah sel kanker dan kadar VEGF yang dihasilkan oleh sel kanker tersebut
juga akan semakin ditekan.

VEGF diproduksi oleh sel tumor ganas maupun sel tumor jinak sebagai
respon terhadap hipoksia, inflamasi, faktor pertumbuhan, sitokin dan sel tumor
ganas akibat kelainan genetik.>’ Ekspresi VEGF diregulasi oleh sejumlah stimulus
meliputi berbagai faktor pertumbuhan, sitokin, hormon, tidak berfungsinya p53,
aktivasi onkogen RAS dan SRC dan pada kanker payudara adalah ekspresi
berlebih dari HER2. Gen HER2, teramplifikasi sebesar 20% dari kanker payudara.
Gen HER2 mengaktifkan jalur sinyal seluler multipel yang terlibat dalam
proliferasi dan waktu hidup sel, dan juga meregulasi VEGF pada tingkat

molekuler.'?

Penurunan kadar VEGF pada kultur jaringan kanker payudara dapat terjadi
melalui berbagai mekanisme. Mekanisme yang pertama dapat terjadi melalui
proses hambatan terhadap aktifitas gen HER2. Pada kanker payudara, peningkatan
ekspresi gen HER2 berperan besar pada perkembangan sel kanker payudara.
Ekspresi yang berlebih dari gen HER2 ini dapat berakibat peningkatan jumlah sel
kanker payudara dan memburuknya prognosis. Kurkumin mampu menekan
ekspresi gen HER2. Jika ekspresi gen HER2 dihambat maka jalur aktivasi sinyal
seluler yang menginduksi ekspresi Ras-ERK dan Phospatidilinositol-3 Kinase
(PI3K) akan dihambat. Hambatan terhadap ekspresi Ras-ERK 1 / 2

mengakibatkan faktor transkripsi SP1 dan co promofor CBP,p300 tidak dapat
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mengaktifkan transkripsi VEGF melalni proses fosforilasi.***? Sedangkan
hambatan terhadap PI3K akan menekan aktivasi jalur protein kinase B sehingga
translasi mRNA VEGF tidak terjadi dan VEGF tidak dihasilkan. Aktivitas PI3K
dan protein kinase B tidak hanya diaktifkan oleh gen HER2, keadaan hipoksia
juga dapat mengaktivasi PI3K dan mengaktifkan jalur protein kinase B. Secara
langsung kurkumin juga dapat menghambat aktifitas protein kinase B.

Selain hambatan terhadap gen HER2, kurkumin juga dapat menghambat
aktifitas HIF1A. Hypoxia inducible factor la (HIFIA) adalah kunci utama
terjadinya respon seluler akibat keadaan hipoksia. Hipoksia merupakan salah satu
faktor penting yang menginduksi ekspresi mRNA VEGF dan hal ini merupakan
karakteristik dari sel kanker payudara. Induksi transkripsi mRNA VEGF akibat
hipoksia diperantarai oleh ikatan yang terjadi antara hypoxia-inducible factor 1
(HIF-I) dengan situs pengikatan HIF-1 yang terdapat pada promotor VEGF.
HIF1A yang teraktivasi akan bertranslokasi ke dalam inti sel dan berikatan dengan
hypoxia-response element (HRE) yang memiliki sekuens inti 5-A/TCGTG-3',
sehagai promotor VEGF, akhirnya mengaktivasi proses transkripsi. Namun hal ini
dapat dihambat olch kurkumin %12

Sama halnya dengan situs transkripsi HIF-1, regio promotor VEGF memiliki
beberapa faktor transkripsi potensial seperti AP-1, AP-2, Egr-1, Sp-1 dan lainnya
yang juga turut terlibat dalam regulasi transkripsi VEGF. % Faktor transkripsi
Spl yang berfungsi pada jalur ERK (extracellular signal-regulated kinase) akan
meningkatkan regulasi transkripsi VEGF memalui reaksi fosforilasi. Pengaturan
ini tidak terikat dengan keadaan stress akibat hipoksia pada sel kanker. Kurkumin
juga mampu menghambat faktor transkripsi AP-1, AP-2, Egr-1, Sp-1. Jika faktor
transkripsi ini tidak diaktifkan, maka reaksi fosforilasi proses transkripsi VEGF
tidak dapat berlangsung, dan VEGF tidak akan dihasilkan. Kemampuan dari
stress-activated kinase p38 juga dapat dihambat oleh molekul kurkumin, sehingga
proses translasi VEGF tanpa adanya sintesis mRNA VEGF yang baru tidak dapat

berlangsung.
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6.1

6.2

6. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

6.1.1

6.1.2

Saran

6.2.1

6.2.2

Kurkumin kadar 0,05mM dan kadar 0,lmM menurunkan kadar
VEGF pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 cell line
Kurkumin kadar 0,05mM dan kadar 0,imM dapat menghambat
proliferasi sel yang diikuti dengan pepurunan kadar total VEGF
pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 cell line

Diperlukan penelitian lanjutan dengan metode yang lebih baik
dengan jumlah sampel yang lebih besar dan menggunakan hewan
coba untuk mengetahui pengaruh pemberian kurkumin kadar tinggi
0,05mM dan beberapa kadar tinggi lainnya terhadap kadar VEGF
serurn/plasma hewan coba.

Disarankan untuk penelitian selanjutnya, sel kanker yang
digunakan sebaikaya dikultur terlebih dahulu, lalu setelah itu
diberikan perlakuan dengan kurkumin, untuk melihat efek supresi
yang lebih jelas.
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Perbandingan Hasil Kadar VEGF antara kelompok perlakuan kontrol dan

kelompok perlakuan kurkumin
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
Perakuan N Percent N Percent N Percent
VEGF MCF-7 tanpa kurkumin ol 100.0% 0 0% gl  100.0%)
MCF-7 +kurkumin
0.05mM al 100.0% 0 0% g 100.0%r
MCF-7 +kurkumin 0,1mM 9| 100.0% ) 0% g 100.0%
Tests of Normality
Kolmogorov-Smimov” Shapiro-Wilk
Perakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
VEGF MCF-7 tanpa kurkumin .159} 9 200" 885 9 175
MCF-7 +kurkumin
243 g 135 794 9 017
0,05mM
MCF-7 +kurkumin 0,1mM 223 g .200° .885 9 A77

a. Lilliefors Significance Correction

*. This is a lower bound of the frue significance.
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Lampiran 2:

Histogram kadar VEGF kelompok kontrol dan kelompok kurkumin kadar 0,05mM
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Lampiran 3:

Histogram kadar VEGF kelompok kurkumin kadar 0,1mM

Histogram
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Lampiran 4:
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Transformasi data kadar VEGF kelompok perlakuan dengan metode akar

kuadrat
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
Perlakuan N Percent N Percent N Percent
KadarVEGF MCF-7 tanpa kurkumin 9} 100.0% 0 0% 9] 100.0%
MCF-7 +kurkumin
9} 100.0% 0 0% 91 100.0%
0,05mM
MCF-7 +kurkumin
g 100.0% 0 0% 9l 100.0%
0,1mM
Tests of Normality
Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. | Statistic df Sig.
|KadarVEGF MCF-7 tanpa kurkumin 448 9 20071 ool ) 251
MCF-7 +kurkumin 2
219 9 200 .835 g 051
0,05mM
MCF-7 +kurkumin
228 9 185 802 9 2
0,1mM 66'

a. Lilliefors Significance Comrection

*. This is a lower bound of the true signiflicance.
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Lampiran 5:

Histogram kadar VEGF kelompok kontrol dan kelompok kurkumin kadar 0,05SmM
setelah transformasi data

Histogram
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Lampiran 6:

Histogram kadar VEGF ketompok Kurkumin kadar 0,1mM setelah transformasi
data

Histogram
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Lampiran 7;

Normal Q-Q Plots Kadar VEGF kelompok perlakuan
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Lampiran 8:

Box Plots Kadar VEGF kelompok perlakuan
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Lampiran 9:

Test Varians

Test of Homogenelty of Variances

50

KadarVEGF

Levene Statistic df1 df2 Sig.

722 2 24 .496{
Lawpiran 10:
Uji One-Way ANOVA
ANOVA
KadarVEGF
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1.352 2 676 7.564 .0031

ithirt Groups 2144 24 .08g
Total 3.496 26
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51

Distribusi Data Jumlah sel tiap kelompok (x 10%)

Jumlah Sampel

Jumlah Sampel

Histogram
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Jumlah Sampel

Lampiran 12:

Histogram
Kelompok +Kuriaumin kadar 0, Tkt
5_
3._
2w
Mean = 3.1333
St. Dev. = 0.92195
H=9
200 3.00 4.00 5.00
JumlahSel
Uji Hipotesis: Tes Kruskal-Wallis
Ranks
Perlakuan Mean Rank
JumlahSel Kontrol 9 23.00
Kurkumin kadar 0,05mM 9 8.11
Kurkumin kadar 0, 1TmM o 10.89
Total 27
Test Statistics®P
_ JumlahSe]
Chi-Square 17.947
df 2
Asymp. Sig. .000

2. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Perlakuan
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Lampiran 13:
Uji Korelasi antara kelompok perlakuan dengan jumlah sel

3.1 Uji korelasi jumlab sel antara kelompok kontrol dengan kelompok+korkumin 0,05mM

Tes Mann Whitney

Ranks

Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks

JumlahSel  Kontrol g 14.00 126.00
Kurkumin kadar 0,05mM g 5.00 45.00
Tota) 18

Tost Statistics?

JumliahSel
Mann-Whitney U .000

Wilcoxon W 45.000
Z -3.580
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1-tailed a
Sig)] g- [2 000
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Varlable: Periakuan

3.2 Uji korelasi jumlah sel antara kelompok kontrol dengan kelompok+kurkumin 0,1 mM

Tes Manr Whitney

Ranks

Perlakuan N Mean Rank | Sum of Ranks

JumlahSel Kontrol 9 14.00 126.00
Kurkumin kadar 0, 1mM 9 5.00 45.00
Total 18

Test Statistics?

JumlahSel
Mann-Whitney U .000

Wilcoxon W 45.000
z -3.580
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1tailed a
Sig.)] o[ 000 -
4. Not comected for ties.
b. Grouping Variable: Perlakuan
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Tes Mann Whitney

Ranks

3.3 Uji korelasi jumlah sel antara kelompok+kurkumin 0,05 & kelompok+kurkumin0,1mM

Perlakuan

Mean Rank

Sum of Ranks

JumlahSel

Total

Kurkumin kadar 0,05mM
Kurkumin kadar 0,1mM

8.11
10.89

73.00
88.00

Test Statistice®

JumlahSel

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. {2*(1-tailed

28.000
73.000
-1.108

268

[
.297

Sig.)]

2. Not comected for ties.
b. Grouping Variable: Perlakuan

Lampiran 14:

Uji korelasi antara jumlah sel dan kadar VEGF sel kanker MCF-7

Uji Korelasi Non-parametrik

_ JumlahSel | KadarVEGF

Speamman's rho  JumlahSel  Correlation Coefficient 1.000 A20*
Sig. (2-tailed) . .029

N : _ 27 27

KadarVEGF  Correlation Coefficient 420" 1.000

Sig. (2-tailed) 029 .

N 27 27

*. Comelation is significant at the 0.05 ievel {2-tailed).
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Pengaruh Pemberian Kurkumin Kadar Tinggi terhadap Faktor Angiogenik
VEGF pada Kultur Jaringan Kanker Payudara MCF-7

Sri Bekti Subakir,* Imelda Rosalyn Sianipar ,* Sonar Soni Panigero®

*Departemen Fisiologi Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
*Departemen Bedah — Divisi Bedah Onkologi Fakuitas Kedokteran Universitas Indonesia

Kanker payudara adalah salah satu kanker yang paling sering terjadi pada wanita. Dalam
perkembangannya, sel kanker payudara membutuhkan vaskularisasi baru. Sel kanker mampu
menginisiasi pembentukan pembuluh darah baru bagi dirinya sendiri dengan cara mengubah
keseimbangan antara faktor proangiogenik dan antiangiogenik. Kurkumin adalah molekul yang
pleiotropik, dapat memodulasi berbapai tarpet pada sel kanker, termasuk aktivasi faktor
transkripsi, reseptor, protein kinase, reseptor, sitokin, enzim dan faktor pertumbuhan yang
diperlukan dalam pertumbuhan sel kanker payudara. Tujuan penelitian untuk mengetahui
pengaruh pemberian kurkumin kadar tinggi terhadap kadar VEGF pada kultur jaringan sel kanker
payudara MCF-7. Metode yang digunakan dengan subkultur jaringan kanker payudara MCF-7
dalam medium RPMI komplit+FBS 10% sejumlah 9 sampel tiap kelompok perlakuan, Inkubasi
72 jam. Cairan kultur diambil, kadar VEGF diperiksa secara kuantitatif dengan ELISA. Hasil
penelitan kadar VEGF kelompok MCF-7+kurkumin 0,05mM berbeda bermakna dengan kadar
VEGF kelompok MCF-7 tanpa kurkumin (p=0,014). Kadar VEGF kelompok perlakuan MCF-
7+kurkumin 0,lmM juga berbeda bermakna dibandingkan dengan kelompok MCF-7 tanpa
kurkumin (p=0,001). Namun kadar VEGF kelompok MCF-7+kwkumin 0,05mM jika
dibandingkan dengan kelompok MCF-7+kurkumin 0,1mM tidak berbeda bermakna (p=0,262).
Kesimpulan: Kurkumin kadar 0,05mM dan 0,lmM dapat menurunkan kadar VEGF pada kuttur
jaringan kenker payudara MCF-7. Kurkumin kadar 0,05mM dan 0,ImM dapat menghambat
proliferasi sel yang diikuti dengan penurunan kadar total VEGF pada kultur jaringan kanker
payudara MCF-7.

Katsa kunci: kurkumin, kanker payndara, VEGF, angiogenesis

The Influence of High Concentration of Curcumin towards VEGF level as and
angiogenic factor in tissue culture of breast cancer cell line MCF-7

Sri Bekti Subakir,” Imelda Rosalyn Sianipar ,* Sonar Soni Panigoro®

*Department of Physiology, Facuity of Medicine, University of Indonesia
~ Surgery Department-Oneology Division Faculty of Medicine, University of Indonesia

Background: Breast cancer is one of the most prevalent cancer in women. In order to grow, the tumor
cells require new vascularization. New vascularization is initiated by the tumor cells themselves by
recruitment of their own blood supply by shifting the balance between proangiogenic and
antiangiogenic factors, Curcumin is a pleiotropic factor which can modulate various targels on cancer
cells, including activation of transcription factors, receptors, protein kinases, cytokines, enzymes, and
growih factors needed for breast cancer cells’ growth. Objective: To identify the influence of high
concentration of curcumin towards VEGF level in breast cancer cell line MCF-7. Method: In this
study, breast cancer cell line MCF-7 was subcultured in complete RPMI medium + FBS 10%, with 9
samples for each treatment group; then incubated for 72 hours. VEGF concentration was measured with
ELISA from the supematant of the cell culture. Result: The VEGF levels of both MCF-7 + curcumin
0.05 miv treatment group and MCF-7 + curcumin 0.1 mM treatment group are significantly lower than
the VEGF level of MCF-7 without curcumin treatment group (p = 0.014 and p = 0.001). The VEGF
level of MCF-7 + curcumin 0.05 mM treatment group is not significantly different from the VEGF
level of MCF-7 + curcumin 0.1 mM treatment group (p = 0.262). Conclusion: Curcumin dose of
0.05mM and 0.1mM lower the VEGF level in breast cancer cell line MCF-7, Curcumin dose of 0.05
mM and 6.1mM lower the proliferation of breast cancer cell line MCF-7.

Keywords: curcumin, breast cancer, VEGF, angiogenesis
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Pendahuluan

Kanker adalah salah satu penyakit yang banyak menimbulkan
kesengsaraan dan kematian pada manusia. WHQO merilis data pada tahun 2005
yang menyatakan kanker sebagai penyebab kematian tertinggi di dunia. Survei
Kesechatan Rumah Tangga (SKRT 2001) juga merilis data bahwa kanker
menempati urutan ke-5 scbagai penyebab kematian di Indonesia dan terus
meningkat secara bermakna.'? Dari 58 juta kematian, 7,6 juta (13%) kematian
disebabkan oleh kanker. Diperkirakan pada tahun 2015, kematian akibat kanker
akan meningkat hingga 9 juta orang. Saat ini, kanker payudara adalah salah satu
kanker yang paling sering terjadi pada wanita di negara berkembang.’ Beberapa
sumber menyatakan bahwa kanker payudara adalah kanker kedua tersering pada
wanita Indonesia setelah kanker serviks.*” Berdasarkan Survei Kesehatan Rumah
Tangga (SKRT) tahun 2001 menyatakan bahwa kanker payudare menempati
urutan kedua sebesar 24,97% sebagai kanker yang sering dialami oleh wanita
Indonesia, setelah kanker serviks." Berdasarkan data Globocan, IARC 2002,
didapatkan estimasi insidens kanker payudara di Indonesia sebesar 26 per 100.000
perempuan.z Selain itu, Pusat Kanker Nasional Dharmais melaporkan ada 150
kasus baru kanker payudars tiap tahunnya, sedangkan di Asia Pasifik jumlah
kasus baru kanker payudara sekitar 200.000 pasien per tahun atau 13% dari
keseluruhan kasus baru kanker.’ Berbeda dengan data survei lainnya, Profil
kesehatan Indonesia tahun 2007 yang dirilis oleh Departemen Kesehatan Republik
Indonesia menyatakan bahwa saat ini kanker payudara adalah kanker tertinggi
yang paling sering terjadi pada wanita Indonesia sejak tahun 2004 hingpa 2006,
diikuti dengan kanker leher rahim (SIRS=Sistem Informasi RS 2007). Terdapat
peningkatan jumlah kasus kanker payudara sebesar 6% dari tahun 2005 ke tahun
2006. Berdasarkan data di atas diketahui bahwa telah terjadi peningkatan kanker
payudara pada wanita Indonesia.'°

Kanker payudara adalah suatu keganasan yang terjadi pada kelenjar

payudara. Dalam perkembangannya, se! kanker payudara membutubhkan
vaskularisasi baru (neovascularization).'"™" Jaringan kapiler yang luas dibutuhkan
guna memenuhi kebutuhan oksigen dan nutrisi.'® Aktivitas angiogenesis kanker
payudara merupakan faktor penentu perkembangan dan kemampuan bertahan sel
kanker tersebut.'™® Selain dari perkembangan dan pertumbuhan sel kanker,
angiogenesis juga turut berperan dalam proses metastasis.'” Hal ini terjadi akibat
penetrasi pembuluh darah yang baru kedalam sel tumor (intratumoral) merupakan
jalan atau tempat masuknya sel kanker ke dalam sirkulasi darah dan bermetastasis
ke organ-organ yang jauh. 14,16

Sel kanker mampu menginisiasi pembentukan pembuluh darah baru bagi
dirinya sendiri dengan cara mengubah keseimbangan antara faktor proangiogenik
dan faktor antiangiogenik.'? Hal ini dikenal dengan istilah angiogenic switch.
Faktor proangiogenik akan merangsang terjadinya angiogenesis, sedangkan faktor
antiangiogcnik akan menghambat angiogencsis.!’ Angiogencsis sel kanker
merupakan suvatu proses yang kompleks yang melibatkan interaksi antar sel
dengan berbagai faktor dan komponen matriks ekstraseluler.'® Sel atau jaringan
yang mengalami hipoksia dan kekurangan nutrisi akan mensekresikan faktor-
faktor proangiogenik, yang selanjutnya merangsang terjadinya proses
angiogenesis. Angiogenesis tersebut bertujuan meningkatkan vaskularisasi ke sel
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atau jaringan yang mengalami hipoksia dan kekurangan nutrisi, sehingga sel-sel
tersebut akan mendapatkan oksigen dan nutrisi yang cukup.I4 Salah satu faktor
yang turut berperan penting dalam proses angiogenesis adalah VEGF (Vascular
endothelial growth factor) dan reseptornya.'> VEGF merupakan suatu mediator
yang berperan merangsang proliferasi sel endotel pembuluh darah untuk memulai
proses angiogenesis.!

Pada tahun 1971, pengobatan kanker dengan cara kemoterapi mulat
diperkenalkan dan tahun 1991 juga mulai dikenal terapi dengan target spesifik.
Penglitian untuk terapi kanker saat ini banyak menitikberatkan pada anti terhadap
faktor proangiogenik yang menekan atau menghambat kerja dari VEGF serta
reseptornya. Terapi yang menjadikan VEGF sebagai target molekul, antara lain
terapi yang menggunakan molekul antibodi yang dapat menetralisir atau melawan
VEGF dan reseptor VEGF, dan juga molekul kecil yang bertindak sebagai
inhibitor transduksi sinyal dalam regulasi transkripsi VEGF. '

Perkembangan penelitian terapi kanker dapat dilihat dari banyaknya obat
anti kanker yang disetujui oleh U.S FDA (United States Food and Drug
Administration). Lebih dari 70% obat anti kanker yang disetujui oleh FDA. dapat
ditelusuri kembali asal obat tersebut yang berasal dan tanaman (produk alam),
yang sejak dulu telah digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati
berbagai penyakit. Pendekatan terapi kanker khususnya kanker payudara saat ini
juga sudah mulai melakukan pendekatan terapi menggunakan produk alami yang
berbahan dasar dari tanaman atau herbal medicine, dan hal ini kerap digeluti oleh
para peneliti.'® Curcumin merupakan salah satu fitokimia yang banyak diteliti
kegunaannya sebagai obat anti kanker.

Selama berabad-abad, kurkumin telah digunakan sebagai pewamna
kekuningan pada kari dan pemberi rasa pedas pada makanan orang Asia.'”
Kurkumin tersebar luas di negara dengan iklim tropis seperti India, Cina,
Indonesia dan negara di benua Asia lainnya. Tanaman ini dikenal dengan nama
kunyit di Indonesia. Selain digunakan sebagai bumbu masakan, zat ini juga telah
digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai penyakit di berbagai
belahan dunia, Pada pengobatan tradisional india (Ayurveda), kurkumin telah
digunakan untuk mengobati inflamasi. Selain itu, kurkumin juga digunakan untuk
mengobati penyakit antara lain, penyakit hati {jaundice), gangguan pencemnaan,
penyakit traktus urinarius, artritis thematoid dan gigitan binatang.'** Kurkumin
adalah molekul yang pleiotropik, dapat memodulasi berbagai target pada sel
kanker, termasuk aktivasi berbagai faktor transkripsi, reseptor, protein kinase,
sitokin, enzim dan faktor pertumbuhan yang diperlukan dalam pertumbuhan sel
kanker payudara.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kurkumin efektif dalam
menghambat pertumbuhan dan proliferasi sel kanker kolon, kulit, prostat, dan
paru. Pada kanker payudara, penelitian Shao dkk (2002) menunjukkan bahwa
pemberian kurkumin pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 cell line tidak
menekan kadar VEGF sebagai fakior angiogenik.2?’ Penelitian tersebut
menggunakan kadar kurkumin sebesar S0pM. Berdasarkan efektifitas kurkumin
terhadap berbagai jenis kanker dan karakteristik kurkumin yang pleiotropik,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah kurkumin dengan kadar yang
lebih tinggi dapat menekan kadar VEGF.,
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Bahan dan Cara Kerja

Penelitian merupakan studi ekperimental in vitro pada kultur jaringan yang
dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Makmal, Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia, Yakarta. Waktu penelitian adalah dari Januari 2009 hingga
Mei 2009. Sampel yang digunakan sebanyak 27 sampel, dengan tiap kelompok
perlakuan sebanyak 9 sampel. Subkultur kanker payudara MCF-7 dalam medium
RPMI komplit+FBS 10% dengan masa inkubasi selama 72 jam. Setelah 72 jam,
cairan kultur di ambil untuk diukur kadar VEGF dengan menggunakan ELISA.

Hasil

Kadar VEGF kelompok perlakuan pertama (MCF-7 tanpa kurkumin)
adaleh 6,47+1,23 pg/mlL. Kelompok perlakuan kedua (MCF-7 +kurkumin
0,05mM) memiliki kadar VEGF 4,12+1,66 pg/mL. Sedangkan kelompok
perlakvan yang ketiga memiliki kadar VEGF 4,74+1,21 pg/mlL. Berdasarkan
analisa data kadar VEGF menggunakan SPSS 16, kadar VEGF pada kelompok
perlakuan kedua (MCF-7+kurkumin 0,05mM) memiliki perbedaan bermakma
dengan kadar VEGF kelompok perlakuar pertama (MCF-7 tanpa kurkumin) (p=
0,014). Kadar VEGF pada kelompok perlakuan ketiga (MCF-7+kurkumin
0,1mM) juga memiliki perbedaan bermakna jika dibandingkan dengan kelompok
periakuan pertama (MCF-7 tanpa kurkumin) (p=0,001). Namun kadar VEGF pada
kelompok perlakuan kedua (MCF-7+kurkumin 0,05mM) jika dibandingkan
dengan kelompok perlakuan ketiga (MCF-7+kurkumin 0,1mM) tidak didapatkan
perbedaan yang bermakna (p=0,262).

Berdasarkan hasil jumlah sel tiap kelompok perlakuan, kelompok kontrol
memiliki jumlah sel 34,42x10" sel/mL + 26,38, kelompok perlakuan kedua (MCF-
7 +kurkumin 0,05mM) memiliki jumlah sel 2,95x10* sel/mL+1,43, dan kelompok
perlakuan yang ketiga memiliki jumlah sel 3,13x10* sel/mL+0,92. Dari hasil
rerata jurnleh sel dan kadar VEGF, dihitung perbandingan yang antara jumlgh sel
dan kadar VEGF yang dihasilkan. Pada kelompok kontrol didapatkan rasio
sebesar 5,3 (34,42/6,476), pada kelompok dengan pemberian kurkumin kadar
0,05mM didapatkan rasio sebesar 0,71 (2,95/4,12), dan pada kelompok dengan
pemberian kurkumin kadar 0,1mM didapatkan rasio sebesar 0,66 (3,13/4,74).

Diskusi:

Dari hasil penelitian didapatkan bahwa pemberian kurkumin kadar
0,05mM mampu menurunkan kadar VEGF pada kultur jaringan kanker payudara
MCF-7 setelah masa inkubasi selama 72 jam jika dibandingkan dengan kontrol
tanpa pemberian kurkumin secara signifikan. Hal ini berbeda dengan hasil yang
didapatkan oleh Shao dkk (2002).2! Perbedaan yang terjadi pada hasil penelitian
ini dengan penelitian Shao dkk dapat disebabkan oleh metode pemeriksaan yang
digunakan dalam penelitian. Shao dkk menggunakan teknik Western Blot
sedangkan penelitian ini menggunakan teknik ELISA dalam mengukur kadar
VEGF _pada kultur jaringan kanker payudara. Perbedaan lainnya terdapat pada
media kultur yang digunakan, penelitian ini menggunakan RPMI 1640 komplit +
FBS10% sebagai medium kultur, sedangkan pada penelitian Shao, medium kultur
yang digunakan adalah DMEM. Masa inkubasi juga berbeda pada kedua
penelitian ini, Shao dkk melakukan inkubasi selama 48 jam, sedangkan pada
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penelitian ini masa inkubasi selama 72 jam. Beberapa perbedaan tersebut di atas
memungkinkan terjadinya perbedaan hasil dan kemaknaannya.”’

Dari hasil penelitian, kelompok sampel dengan pemberian kurkumin kadar
0,imM pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7 memiliki hasil yang
bermakna jika dibandingkan dengan kontrol tanpa pemberian kurkumin. Namun,
jika kelompok sampel dengan kadar kurkumin 0,1mM ini dibandingkan dengan
kelompok sampel dengan pemberian kurkumin kadar 0,05mM, tidak ditemukan
perbedaan yang bermakna diantara keduanya. Berdasarkan hasil tersebut, maka
dengan pemberian kurkumin kadar 0,05 mM pada kultur jaringan kanker payundara
MCF-7 sudah mampu menurunkan kadar VEGF secara bermakna.

Shankar dkk pada peneliiannya juga menggunakan kurkumin dalam
berbagai kadar (0,02mM, 0,04mM dan 0,06mM) terhadap kultur jaringan sel
kanker prostat PC-3, dan ketiga kadar diatas memberikan hasil yang bermakna.?
Hasil penelitian ini berupa penurunan jumlah sel kanker payudara MCF-7
diperkuat dengan penelitian Holy tahun 2002, dimana kurkumin terbukti menekan
proliferasi sel kanker payudara MCF-7 pada kultur jaringan melalui mekanisme
induksi mikronukleasi dan hambatan pada pembelahan mitosis sel kanker.”*
Namun dilain pihak, selain dalam proses angiogenesis, VEGF juga memiliki efek
non-angiogenik pada kanker payudara. Mercurio dkk (2001) mendapatkan bahwa
sel kanker payudara ada yang memiliki sifat ketergantungan terhadap VEGF
sebagai faktor untuk bertahan hidup. Berdasarkan penelitiannya, reduksi VEGF
sebanyak 50%, secara signifikan meningkatkan apoptosis sel, meskipun dengan
pemberian serum dengan kadar 10%. Berkaitan dengan penelitian ini, akibat dari
hambatan sekresi VEGF oleh kurkumin terhadap sel kanker payudara MCF-7,
maka kemampuan bertahan hidup dari sel kanker tersebut akan berkurang,
sehingga akan meningkatkan kematian dari sel. Sehingga secara tidak langsung
VEGF yang dihasilkan oleh sel kanker mampu meningkatkan kemampuan sel
kanker untuk bertahan hidup dan menjalani siklus kehidupan sel kanker tersebut
lebih lanjut.”

VEGF diproduksi oleh sel tumor ganas maupun sel tumor jinak sebagai
respon terhadap hipoksia, inflamasi, faktor pertumbuhan, sitokin dan sel turnor
ganas akibat kelainan genetik.”® Ekspresi VEGF diregulasi oleh sejumlah stimulus
meliputi berbagai faktor pertumbuhan, sitokin, hormon, tidak berfungsinya p53,
aktivasi onkogen RAS dan SRC dan pada kanker payudara adalah ekspresi
berlebih dari HER2.?” Gen HER2, teramplifikasi sebesar 20% dari kanker
payudara. Gen HER2 mengaktifkan jalur sinyal seluler multipel yang terlibat
dalam proliferasi dan waktu hidup sel, dan juga meregulasi VEGF pada tingkat
molekuler.”’

Penurunan kadar VEGF pada kultur jaringan kanker payudara dapat terjadi
melalui berbagai mekanisme. Mekanisme yang pertama dapat terjadi melalui
proses hambatan terhadap aktifitas gen HER2. Pada kanker payudara, peningkatan
ekspresi gen HER2 berperan besar pada perkembangan sel kanker payudara.
Ekspresi yang berlebih dari gen HER2 ini dapat berakibat peningkatan jumlah sel
kanker payudara dan memburuknya prognosis. Kurkumin mampu menekan
ekspresi gen HER2. Jika ekspresi gen HER2 dihambat maka jalur aktivasi sinyal
seluler yang menginduksi ekspresi Ras-ERK dan Phospatidilinositol-3 Kinase
(PI3K) akan dihambat. Hambatan terhadap ckspresi Ras-ERK 1 / 2

Pengaruh pemberian..., Imelda Rosalyn Sianipar, FK Ul, 2009
Universitas Indonesia



62

mengakibatkan faktor transkripsi SP1 dan co promotor CBP,p300 tidak dapat
mengaktifkan transkripsi VEGF melalui proses fosforilasi.?*° Sedangkan
hambatan terhadap PI3K akan menekan aktivasi jalur protein kinase B sehingga
translasi mRNA VEGEF tidak terjadi dan VEGF tidak dihasilkan. Aktivitas PI3K
dan protein kinase B tidak hanya diaktifkan oleh gen HER2, keadaan hipoksia
juga dapat mengaktivasi PI3K dan mengaktifkan jalur protein kinase B. Secara
langsung kurkumin juga dapat menghambat aktifitas protein kinase B.

Selain hambatan terhadap gen HER2, kurkumin juga dapat menghambat
aktifitas HIF1A. Hypoxia inducible factor la (HIFIA) adalah kunci utama
terjadinya respon seluler akibat keadaan hipoksia. Hipoksia merupakan salah satu
faktor penting yang menginduksi ekspresi mRNA VEGF dan hal ini merupakan
karakteristik dari sel kanker payudara. Induksi transkripsi mRNA VEGF akibat
hipoksia diperantarai oleh ikatan yang terjadi antara hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1) dengan situs pengikatan HIF-1 yang terdapat pada promotor VEGF.
HIF1A yang teraktivasi akan bertranslokasi ke dalam inti sel dan berikatan dengan
hypoxia-response element (HRE) yang memiliki sekuens inti 5'-A/TCGTG-3',
sebagai promotor VEGF, akhimg'a mengaktivasi proses transkripsi. Namun hal ini
dapat dihambat oleh kurkumin,'“#%%

Sama halnya dengan situs transkripsi HIF-1, regio promotor VEGF
memiliki beberapa faktor transkripsi potensial seperti AP-1, AP-2, Egr-1, Sp-1
dan Jainnya yang juga turut terlibat dalam regulasi transkripsi VEGF.'*® Faktor
transkripsi Spl yang berfungsi pada jalur ERK (extracellular signal-regulated
kinase) akan meningkatkan regulasi transkripsi VEGF memalui reaksi fosforilasi.
Pengaturan ini tidek terikat dengan keadaan stress akibat hipoksia pada sel
kanker. Kurkumin juga mampu menghambat faktor transkripsi AP-1, AP-2, Egr-
1, Sp-1. Jika faktor transkripsi ini tidak diaktifkan, maka reaksi fosforilasi proses
transkripsi VEGF tidak dapat berlangsung, dan VEGF tidak akan dihasilkan.
Kemampuan dari stress-gctivated kinase p38 juga dapat dihambat oleh molekul
kurkumin, sehingga proses translasi VEGF tanpa adanya sintesis mRNA VEGF
yang baru tidak dapat berlangsuag.

Kesimpulan

Kurkumin kadar 0,05mM dan 0,1 mM dapat menurunkan kadar VEGF pada
kultur jaringan kanker payudara MCF-7. Kurkumin kadar 0,05mM dan 0,1mM
dapat menghambat proliferasi sel yang diikuti dengan penunuinan kadar total
VEGF pada kultur jaringan kanker payudara MCF-7.
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