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Abstrak 

Penemuan metode deteksi dini kanker payudara secara sensitif, spesifik dan minimal invasif merupakan kunci 

dalam keberhasilan pengobatan. Hal ini dapat dilakukan menggunakan biomarker yang bersirkulasi dalam plasma 

darah yaitu mikroRNA. MikroRNA adalah asam ribonukleat yang tidak mengkode protein tetapi memiliki peran dalam 

menghambat dan mendegradasi mRNA sehingga mempengaruhi perkembangan kanker. Tujuan: Mengetahui profil 

ekspresi mikroRNA pada pasien kanker payudara di Purwokerto dan mikroRNA yang mengalami disregulasi sebagai 

kandidat biomarker kanker payudara. Metode: Analisis profil ekspresi mikroRNA pada kanker payudara dilakukan 

dengan isolasi plasma dari pasien kanker payudara dan individu sehat, sintesis cDNA, dan kuantifikasi mikroRNA 

dengan quantitative real time PCR (qPCR). Kemudian dilakukan penghitungan dengan metode Livak untuk 

mengetahui mikroRNA yang mengalami peningkatan dan penurunan ekspresi yang signifikan. Hasil:  Biomarker 

kanker payudara di Purwokerto adalah MikroRNA yang mengalami upregulation adalah hsa-miR-543 (sebanyak 

1612,28 kali), hsa-miR-495-3p (1797,95 kali), hsa-miR-382-5p (8780,32 kali), hsa-miR-155-5p (8552,18 kali) dan hsa-

miR-154-5p (2339,41 kali). mikroRNA yang mengalami downregulation adalah hsa-miR-590-5p (sebanyak 4,70 kali), 

hsa-miR-33a-5p (sebanyak 74,29 kali), hsa-miR-100-5p (sebanyak 23,09 kali), hsa-miR-19b-3p (sebanyak 11,71 kali) 

dan hsa-miR-144-3p (sebanyak 25,30 kali) (p < 0,05). Simpulan: Biomarker yang dapat digunakan sebagai alat 

deteksi dan diagnostik dini kanker payudara di Purwokerto adalah miR-382-5p. 

Kata kunci: biomarker, kanker payudara, mikroRNA, qPCR  

 

Abstract 

The discovery of sensitive, specific and minimally invasive early detection methods is key to the successful 

treatment of breast cancer. This can be done using biomarkers circulating in the blood plasma that is microRNA. 

MicroRNA is a ribonucleic acid that does not encode proteins but has a role in inhibiting and degrading mRNA, thus 

affecting the development of cancer. Objectives: To knew the profile of microRNA expression in breast cancer 

patients in Purwokerto and the microRNA that has been regulated as a candidate for breast cancer biomarkers. 

Methods: Analysis of microRNA expression profile in breast cancer was done by plasma isolation from breast cancer 

patients and healthy controls, cDNA synthesis, and microRNA quantification with quantitative real-time PCR (qPCR). 

The calculation was done by Livak method to find out the microRNA that had increased and decreased expression 

significantly. Results: Breast cancer biomarker in Purwokerto was microRNA that experienced upregulation was has-

miR-543, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-382-5p, hsa-miR-155-5p, and hsa-miR-154-5p. The microRNA that experienced 

downregulation was hsa-miR-590-5p, hsa-miR-33a-5p, hsa-miR-100-5p, hsa-miR-19b-3p, and hsa-miR-144-3p (p-

value < 0,05). Conclusion: The biomarker that can be used as an early detection tool for breast cancer in Purwokerto 

is miR-382-5p. 
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PENDAHULUAN 

Kanker payudara adalah jenis kanker yang paling 

banyak diderita wanita baik d Indonesia maupun di 

dunia dan insidensinya meningkat setiap tahunnya.
1
 

Peningkatan insidensi dan kematian kanker payudara 

Artikel Penelitian 
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di Indonesia karena kanker payudara ditemukan 

dalam stadium lanjut, adanya penundaan pemeriksaan 

dan berobat ke pelayanan medis, selain itu kurangnya 

pengetahuan mengenai gejala kanker dan 

pemeriksaan payudara sendiri sebagai metode deteksi 

dini yang masih jarang dilakukan. Penundaan 

pemeriksaan karena gejala awal kanker payudara 

tidak begitu jelas atau tidak terasa nyeri.
2
 Perubahan 

gaya hidup karena meningkatnya pembangunan dan 

ekonomi, menurunnya aktifitas fisik meningkatkan 

faktor resiko kanker payudara. perubahan fertilitas dan 

perubahan berat badan serta harapan hidup juga 

dapat meningkatkaninsidensi kanker payudara.
3
 

Palpasi merupakan alat skrining yang paling 

diandalkan untuk kanker payudara. Metode 

pemeriksaan histopatologi merupakan metode yang 

terpercaya dalam mendiagnosis kanker payudara dari 

lesi payudara, sehingga harus dilakukan pembedahan. 

Metode ini juga tergantung dengan cara pengambilan 

sampel dan kemampuan pembacaan hasil oleh 

patologi, sehingga kesahihan hasil pemeriksaan 

subjektif.
4
 Berdasarkan hal diatas, maka diperlukan 

upaya yang berkesinambungan untuk memperoleh 

biomarker yang lebih objektif, sensitif, spesfik dan 

minimal invasif. Salah satu biomarker kanker yang 

potensial adalah mikroRNA (miRNA). 

MikroRNA adalah asam ribonukleat yang tidak 

mengkode protein dengan transkrip akhir sepanjang 

18-25 nukleotida yang berinteraksi dengan target gen 

yang mengkode RNA.
5
 MikroRNA memiliki peran 

penitng dalam proses dalam tubuh dengan cara 

meregulasi ekspresi gen pada tahap post-

trancriptional,
6
 melalui ikatan basa komplementer yang 

tidak sempurna dengan mRNA target. MikroRNA juga 

dapat menyebabkan gene silencing melalui proses 

destabilisasi dan degradasi mRNA target sehingga 

menyebabkan penurunan jumlah protein.
7
 Satu miRNA 

dapat menarget banyak mRNA dan disekresikan dari 

sel sehingga dapat ditemukan di cairan tubuh 

termasuk sirkulasi darah.
8
 Disregulasi mikroRNA 

memiliki peranan besar dalam tumorigenesis. 

MikroRNA yang mengalami overekspresi menarget 

gen tumor supresor sedangkan miRNA yang 

mengalami penurunan ekspresi mengatur onkogen.
9
 

MikroRNA dapat digunakan sebagai biomarker karena  

dkeluarkan oleh kanker ke sirkulasi darah dan dapat 

dideteksi pada cairan tubuh seperti darah, urun, saliva, 

serum dan plasma.
10

 Penemuan miRNA memberikan 

peluang untuk pengembangan biomarker baru 

ditengah munculnya resistensi kasus breast cancer 

terhadap obat yang sekarang sudah ada. Pada breast 

cancer,  miRNA memiliki peran dalam inisiasi, 

perkembangan, metastasis, resistensi terhadap obat 

sehingga menjadikan miRNA sebagai biomarker dan 

target terapi menjadi sangat menjanjikan untuk 

peningkatan keberhasilan pengobatan.
11

 MikroRNA 

memiliki ekspresi yang berbeda pada setiap etnis.
12

 

Oleh karena itu tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui profil ekspresi mikroRNA pada pasien 

kanker payudara di Purwokerto dan mengetahui 

mikroRNA yang mengalami disregulasi sebagai 

kandidat biomarker kanker payudara. 

 

METODE 

Pengkoleksian Sampel 

Ethical clearance didapatkan dari Komisi Etik 

Fakultas Kedokteran Universitas Jenderal Soedirman 

dengan nomor 175/KEPK/VIII/2020 dan Rumah Sakit 

Margono Soekardjo dengan nomor 420/11091/X/2020. 

Sampel darah 6 pasien kanker payudara diambil dari 

Poliklinik Bedah Onkologi Rumah Sakit Margono 

Soekardjo dengan periode waktu Oktober – November 

2020. Sampel darah individu sehat diambil di 

Laboratorium An-Nur. Pengambilan sampel darah 

sebanyak 5 mL masing-masing responden dengan 

menandatangani informed consent  terlebih dahulu. 

Kriteria pasien kanker payudara adalah: wanita 

penderita kanker payudara early stage (maksimal 

stadium 3A), domisili di Purwokerto dan tidak memiliki 

penyakit selain kanker. Kontrol sehat adalah wanita 

sehat jasmani dan rohani, tidak memiliki penyakit dan 

domisili di Purwokerto. 

 

Isolasi Plasma 

Sampel darah sebanyak 5 mL pada tabung 

EDTA disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm 

selama 10 menit. Supernatan diambil dengan 

menggunakan pipet dan dipindahkan ke tabung 1,5 

mL.  Plasma dapat disimpan di freezer -80°C. 
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Isolasi RNA dan Sintesis cDNA 

Isolasi RNA menggunakan miRCURY RNA 

Isolation Kit-Biofluid dan sintesis cDNA dilakukan 

menggunakan  universal cDNA synthesis kit II 8-64 

rxns yang dilakukan sesuai protokol. Kemurnian dan 

konsentrasi RNA hasil isolasi diukur menggunakan 

spektrofotometer NanoValue Plus. 

 

Profiling MikroRNA menggunakan quantitative real 

time PCR (qPCR) 

 Ekspresi mikroRNA pada pasien kanker 

payudara dan individu sehat dilakukan menggunakan 

hasil sintesis cDNA. Prosedur profiling mengikuti 

protokol dari miRCURY LNA
TM

 Universal R MicroRNA 

PCR Panel dengan modifikasi. Kit yang digunakan 

ExiLent SYBR Green master mix, 2.5 mL. Program 

real time PCR pada mesin Biorad CFX 96 diatur 

sebagai berikut: denaturasi pada suhu 95 °C selama 

10 menit, amplifikasi pada suhu 95 °C selama 10 detik 

sebanyak 40 siklus, ramp-rate 1,6 °C/s optical read 

pada suhu 60 °C selama 1 menit dan analisis kurva 

leleh. 

 

Analisis Hasil Profiling 

Hasil running dengan qPCR dianalisis dengan 

Biorad CFX Manager
TM

 Software untuk memperoleh 

nilai Cycle of Quantification (Cq), quantification curve 

dan melting curve. Kemudian dianalisis dengan GenEx 

MultiD untuk mengetahui reference gene dan nilai fold 

change. Pengukuran ekspresi mikroRNA diketahui 

menggunakan rumus Livak.
13

 Data yang diperoleh diuji 

statistik dengan uji Mann Whitney (P-value < 0,05). 

 

Hasil 

Sampel dipilih  berdasarkan kriteria inklusi dan 

eksklusi. Pasien kanker payudara adalah pasien rawat 

jalan di Poliklinik bedah Onkologi dengan kondisi 

stadium awal, belum menjalani kemoterapi dan tidak 

memiliki penyakit kronis lainnya. Darah diambil 

sebanyak satu kali saat pasien kontrol di poliklinik. 

Sampel individu sehat diambil di Laboratorium An-Nur 

dengan kondisi wanita sehat, tidak memiliki penyakit 

dan tidak sedang hamil. Sampel darah responden 

diambil plasma darahnya kemudian dilakukan analisis. 

 

 

RNA Hasil Isolasi Sampel Plasma Darah Pasien Kanker 

Payudara dan Individu Sehat 

RNA yang telah diisolasi digunakan untuk 

pengukuran profil ekspresi mikroRNA dan akan 

mempengaruhi hasil pengukuran. Hasil isolasi 

RNA lalu diukur konsentrasi dan kemurniannya 

menggunakan spektrofotometer Nanovalue plus 

dan menunjukkan kemurnian antara 1,9 – 2,0. 

Kemudian dilakukan sintesis cDNA agar lebih stabil 

saat digunakan untuk kuantifikasi mikroRNA. 

 

Penentuan Reference Gene 

Normalisasi jumlah RNA pada proses PCR 

digunakan reference gene. Reference gene atau 

internal kontrol mempengaruhi nilai kuantifikasi target 

molekul sehingga sangat diperlukan untuk 

mendapatkan molekul yang tepat. Ada beberapa 

syarat yang harus dipenuhi dalam pemilihan suatu 

molekul sebagai reference gene, yaitu: a). Ekspresi 

stabil pada kelompok pasien dan individu sehat, b). 

Memiliki SD (Standar Deviasi) 0 atau mendekati 0. 

Untuk melakukan kuantifikasi, penelitian ini 

menganalisis 192 set primer target mikroRNA 

menggunakan panel profiling dan instrumen Biorad 

CFX manager (Gambar 1). Reference gene yang 

paling optimal berdasarkan analisis statistik 

menggunakan GenEx multiD adalah hsa-let-7f-5p (SD 

0,0002). 

 

 

 

Gambar 1. Analisis kandidat reference gene 

menggunakan 192 set primer target menggunakan 

GenEx MultiD 
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Profiling MIkroRNA 

Hasil sintesis cDNA pasien kanker payudara dan 

individu sehat dikuantifikasi dengan quantitative real 

time PCR (qPCR). Hasil qPCR dapat dilihat dengan 

software Biorad CFX Manager
TM

 dan akan 

menunjukkan kurva melt peak untuk memastikan 

spesifitas reaksi qPCR, nilai optimum melting 

temperature dari masing-masing gen target. Analisis 

level ekspresi mikroRNA menggunakan qPCR akan 

mendapatkan nilai Cq (cycle of quantification) yang 

dapat digunakan sebagai dasar dalam menghitung 

level ekspresi  mikroRNA yang dikuantifikasi.  Nilai  Cq  

menunjukkan jumlah copy number mikroRNA pada 

masing-masing sampel. Nilai Cq yang diperoleh 

terdistribusi tidak normal, sehingga perbedaan 

ekspresi mikroRNA pasien dan individu sehat 

digunakan uji Mann Whitney dengan nilai signifikansi 

0,000 (p < 0,05) yang berarti ada perbedaan rerata 

nilai Cq antara pasien kanker payudara dan individu 

sehat. Dilanjutkan dengan menghitung nilai fold 

change menggunakan metode Livak merupakan suatu 

standar dalam menghitung jumlah ekspresi suatu gen, 

yaitu menggunakan metode kuantifikasi fold change 

(metode 2-
Δ Δcq

) dari hasil perhitungan ekspresi 

didapatkan nilai fold change sehingga diketahui 

mikroRNA yang mengalami upregulation dan 

downregulation. Hasil kuantifikasi tersebut 

diindikasikan terdapat beberapa mikroRNA yang 

mengalami dysregulation (perubahan fungsi) sehingga 

mengganggu proses fisiologis dari sel sehingga 

berkembang menjadi kanker payudara. Dari 192 set 

primer yang digunakan, terdapat 5 mikroRNA yang 

mengalami upregulation dan 5 mikroRNA yang 

mengalami downregulation (Tabel 1).  

MikroRNA yang mengalami upregulation 

adalah hsa-mir-543 (sebanyak 1612,28 kali), hsa-mir-

495-3p (1797,95 kali), hsa-mir-382-5p (8780,32 kali), 

hsa-mir-155-5p (8552,18 kali) dan hsa-mir-154-5p 

(2339,41 kali). Sedangkan mikroRNA yang mengalami 

downregulation adalah hsa-mir-590-5p (sebanyak 4,70 

kali), hsa-mir-33a-5p (sebanyak 74,29 kali), hsa-mir-

100-5p (sebanyak 23,09 kali), hsa-mir-19b-3p 

(sebanyak 11,71 kali) dan hsa-mir-144-3p (sebanyak 

25,30 kali). Biomarker yang paling spesifik adalah 

miR-382-5p karena memiliki perbedaan ekspresi yang 

jelas antara pasien kanker payudara dan individu 

sehat (p< 0,05). 

 

Tabel 1. Profil Ekspresi MikroRNA berupa fold change 

yang memiliki nilai signifikan dari sampel plasma 

penderita kanker payudara 

MikroRNA Ekspresi Dysregulation Sifat 

hsa-mir-590-5p  -4,70 Downregulation TS 

hsa-mir-33a-5p -74,29 Downregulation TS 

hsa-mir-100-5p -23,09 Downregulation TS 

hsa-mir-19b-3p -11,71 Downregulation TS 

hsa-mir-144-3p -25,30 Downregulation TS 

hsa-mir-543 1612,28 Upregulation O 

hsa-mir-495-3p 1797,95 Upregulation O 

hsa-mir-382-5p 8780,32 Upregulation O 

hsa-mir-155-5p 8552,18 Upregulation O 

hsa-mir-154-5p 2339,41 Upregulation O 

Keterangan: 

tanda (-) : mengalami penurunan ekspresi 

TS : Tumor suppressor miR 

O : OnkomiR (Onkogen miR)  

 

PEMBAHASAN 

Profil ekspresi mikroRNA merupakan alat 

diagnostik yang penitng karena dapat mengetahui 

mikroRNA yang berperan sebagai onkomiR (onkogen 

miRNA) dan tumor suppressor miR. Adanya ekspresi 

dan fungsi menyimpang dari miRNA yang ditemukan 

pada beberapa penyakit manusia menjadikan miRNA 

menjadi target pengobatan yang lebih baik. Pada 

kanker, ditemukan miRNA dengan karakteristik 

tertentu yang menjadi titik pengobatan ideal dengan 

fungsinya sebagai onkogen atau gen tumor 

supresor.
13

 

MikroRNA yang mengalami disregulasi 

(mengalami peningkatan atau penurunan ekspresi) 

merupakan kandidat biomarker yang menjanjikan 

karena merupakan alat deteksi dan diagnostik dini 

tanpa melalui pembedahan. Oleh karena itu, 

perbedaan ekspresi mikroRNA pada pasien kanker 

payudara dan individu sehat dapat dijadikan 

biomarker.
14

 

RNA hasil isolasi diukur terlebih dahulu dengan 

spektrofotometer Nanovalue plus dan menunjukkan 

hasil bahwa RNA hasil isolasi dari sampel plasma 

darah   pasien  kanker  payudara   dan  individu  sehat  
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merupakan RNA murni karena memiliki rasio A260/A280 

antara 1,9 – 2,0. Menurut kepustakaan,
15

 tingkat 

kemurnian RNA diketahui dengan mengukur jumlah 

absorbansi pada λ230 nm, λ260 nm, λ280 nm kemudian 

mengukur rasio A260 terhadap A280 dan rasio A260 

terhadap A230. Kemudian dilakukan sintesis cDNA 

agar lebih stabil saat digunakan untuk kuantifikasi. 

Instrumen yang digunakan untuk menganalisis 

kuantifikasi perubahan ekspresi molekul adalah 

quantitative real time PCR (qPCR) karena memiliki 

spesifitas dan sensitivitas yang tinggi untuk deteksi 

mikroRNA dibandingkan microarray, flowcytometry, in 

siti hibridization, dan northern blotting. Prinsip kerja 

qPCR berdasarkan deteksi fluoresensi yang 

diproduksi oleh molekul reporter yang meningkat 

sejalan dengan berlangsungnya proses PCR. Metode 

qPCR memiliki keunggulan dibandingkan metode lain 

karena memiliki sensitivitas yang tinggi. MikroRNA 

memiliki sekuens yang pendek sehingga untuk 

mendeteksi miRNA dibutuhkan metode yang sangat 

sensitif.
16

 

MikroRNA hsa-mir-543 mengalami peningkatan 

ekspresi sebanyak 1612,28 kali, hsa-mir-495-3p 

sebanyak 1797,95 kali, hsa-mir-382-5p sebanyak 

8780,32 kali, hsa-mir-155-5p sebanyak 8552,18 kali 

dan hsa-mir-154-5p sebanyak 2339,41 kali. Hal ini 

menunjukkan bahwa pada kanker payudara mikroRNA 

tersebut berperan sebagai onkomiR (onkogen 

miRNA). Onkogen miRNA merupakan mikroRNA yang 

mengalami overekspresi pada kanker sehingga 

memacu perkembangan kanker dan menghambat gen 

tumor suppressor dan gen yang mengontrol apoptosis 

atau diferensiasi sel.
17

 MikroRNA-543 berdasarkan 

hasil penelitian merupakan onkogen miR kanker 

payudara. Pada kanker hati, miR-543 merupakan 

onkogen karena mengalami peningkatan ekspresi dan 

meningkatkan proliferasi sel dengan menarget 

PAQR3.
18

  

MikroRNA-495-3p pada penelitian ini merupakan 

onkogen kanker payudara. Pada penelitian kanker 

lambung, miR-494-3p berperan sebagai tumor 

supresor miR karena menghambat pertumbuhan dan 

proliferasi kanker.
19

 MikroRNA-382-5p merupakan 

onkogen pada kanker payudara karena ekspresinya 

tinggi dan menarget RERG (Ras-related and estrogen- 

regulated growth inhibitor) yang merupakan tumor 

supresor gen.
20

 MikroRNA-155 onkogenik pada kanker 

payudara.
21

 Upregulation miR-155 mampu 

menurunkan mRNA dan protein HIF1A yang berperan 

dalam banyak respon fisiologis maupun patologis 

pada kondisi hipoksia. Penempelan miR-155-5p pada 

3’UTR mRNA HIF1A menyebabkan penghambatan 

translasi atau degradasi mRNA target.
7
 MiR-155 dapat 

digunakan sebagai biomarker pada kanker paru-paru 

terutama non-small cell lung cancer (NSCLC), 

sehingga miR-155 dapat menjadi biomarker yang 

efektif.
22

 MikroRNA-154-5p merupakan onkogen yang 

meregulasi fungsi seluler dan berperan sebagai  

penanda molekuler.  miR-154-5p juga mereduksi sel 

apoptosis dan meningkatkan proliferasi sel, viabilitas 

dan migrasi sel kanker ginjal.
23

 

MikroRNA yang mengalami penurunan ekspresi 

adalah hsa-mir-590-5p sebanyak 4,70 kali, hsa-mir-

33a-5p sebanyak 74,29 kali, hsa-mir-100-5p sebanyak 

23,09 kali, hsa-mir-19b-3p sebanyak 11,71 kali dan 

hsa-mir-144-3p sebanyak 25,30 kali. Hal ini 

menunjukkan bahwa mikroRNA tersebut merupakan 

tumor suppressor miR. Tumor suppressor miRNA 

merupakan mikroRNA yang mengalami penurunan 

ekspresi pada kanker.
17

 MikroRNA tersebut mengatur 

onkogen (gen penyebab kanker) .
24

 

MiR-590-5p dapat digunakan sebagai biomarker 

kanker payudara karena mengalami downregulation. 

MiR-590-5p menghambat kanker payudara dengan 

menarget SOX2.
25 

MiR-33 berperan sebagai tumor 

suppressor pada kanker payudara dengan menarget 

EZH2 sehingga dapat menghambat proliferasi dan 

mobilitas sel.
26

 Pada kanker hati, ekspresi miR-33-5p 

juga mengalami penurunan.
27

 MiR-100-5p pada 

kanker payudara berperan sebagai tumor suppressor 

miR, namun pada kanker ginjal berperan sebagai 

onkogen miR. Hal ini dapat terjadi karena setiap 

mikroRNA dapat menarget banyak mRNA sehingga 

dapat berbeda peran pada setiap kanker.
28

 Pada 

kanker payudara, miR-19b-3p menghambat proliferasi 

sel dengan meregulasi PI3K/Akt pathway dengan 

menarget gen PIK3CA.
29

 MiR-144 merupakan tumor 

suppressor miR pada kanker payudara dengan 

menghambat ZEB 1/2 sehingga proliferasi sel, migrasi 

dan invasi sel terhambat .
30
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SIMPULAN 

Profil ekspresi mikroRNA pada plasma darah 

pasien kanker payudara di Purwokerto adalah 

mikroRNA yang mengalami upregulation (peningkatan 

ekspresi) adalah miR-543, miR-495-3p, miR-382-5p, 

miR-155-5p, dan miR-154-5p.  

MikroRNA yang mengalami downregulation 

(penurunan ekspresi) adalah miR-590-5p, miR-33-5p, 

miR-100-5p, miR-19b-3p, dan miR-144-3p. Biomarker 

yang dapat digunakan sebagai alat eteksi dan 

diagnostik kanker payudara di Purwokerto adalah miR-

382-5p. 
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