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ABSTRAK

Ciplukan (Physalisa angulata L.) merupakan salah satu tanaman yang telah digunakan
dalam terapi kanker. Ciplukan telah dilaporkan memiliki aktivitas sitotoksik pada beberapa
sel kanker, mampu menghambat proliferasi sel, dan menginduksi cell cycle arvest. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui aktivitas antiproliferatif ekstrak etanolik herba ciplukan (EHC)
dosis 750 mg/kgBB dan 1500 mg/kgBB secara in vivo pada tikus betina galur Sprague Dawley
yang terinduksi 7,12-dimethylbenz{a]anthrasen (DMBA) melalui pengamatan histopatologi
sel payudara dengan metode pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE), serta aktivitas antiproliferasi
EHC dengan metode AgNOR. Hasil penelitian menunjukkkan balwa morfologi sel epitel kelenjar
payudara kelompok EHC 1500 mg/kgBB berbeda jika dibandingkan dengan kelompok DMBA
dimana bagian ductus menjadi multilayer yang memperlihatkan adanya indikasi karsinogenesis,
sehingga EHC mampu menghambat proses karsinogenesis tikus terinduksi DMBA. EHC1500
mg/kgBB juga menunjukkan aktivitas antiproliferatif dengan menurunkan jumilah black dots
dibandingkan dengan kelompok kontrol DMBA yang berarti perlakuan ekstrak etanolik herba
ciplitkan menurunkan tingkat proliferasi sel epitel kelenjar payudara tikus terinduksi DMBA.
Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa EHC memiliki aktivitas kemoprevensi kanker
payudara melalui penghambatan proliferasi sel serta berpotensi untuk dikembangkan sebagai
agen kemopreventif pada kanker payvudara.

Kata Kunci : Physalis angulata, kanker payudara, antiproliferasi, 7, 12-dimethylbenz [d]
anthracene

PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan jenis kanker
yang mempunyai prevalensi tinggi dan
menduduki peringkat kedua di dunia sebagai
penyebab kematian pada wanita setelah kanker

potensi sebagai agen kemopreventif sehingga
dapat mengurangi resiko kanker (3). Salah satu
herba yang menarik untuk ditelusuri
aktivitasnya sebagai agen kemopreventif
adalah ciplukan (Physalis angulata 1.). Ekstrak

serviks (1). Di Indonesia, kanker payudara
menempati urutan kedua kanker yang
menyerang wanita Indonesia dengan insidensi
lebih dari 20.000 kasus per tahun (2). Angka ini
akan terus mengalami peningkatan apabila tidak
diimbangi dengan usaha penemuan agen
antikanker payudara. Proliferasi sel memegang
peranan penting pada peristiwa karsinogenesis.
Oleh karena itu, kontrol terhadap proliferasi sel
terus diupayakan dalam usaha pencegahan,
‘penemuan dan pengembangan pengobatan
kanker payudara.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa
senyawa-senyawa dalam tanaman memiliki
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etanolik herba ciplukan (EHC) terbukti memiliki
efek sitotoksik pada sel kanker payudara MCF-
7 dengan IC,, 118 pg/ml (4), dan sel T47D
dengan IC, 160 pg/ml (5). Ekstrak metanolik
ciplukan juga memiliki efek antiproliferasi,
memacu G2/M arrest, dan apoptosis pada sel
kanker payudara MDA-MB 231 dan MCF-7 (6)
serta mempunyai aktivitas antihepatoma pada
sel hepatoma manusia Hep G2, Hep 3B, dan
PLC/PRF/5 (7). Ekstrak kloroform ciplukan juga
terbukti mampu menghambat proliferasi sel
adenokarsinoma paru NCI-H23 (8). Fisalin B
dan fisalin D yang diisolasi dari ciplukan juga
memiliki aktivitas sitotoksik pada beberapa sel



kanker (9,10, Fisalin B dan F yang diisolasi
dari herba ciplukan juga mampu menghambat
pertumbuban beberapa sel kanker leukemia (11),
Penelitian-penelitian di atas menunjukkan
bahwa ciplukan memiliki potenst untuk
dikembangkan sebagai agen kemopreventif.

OMeh karena itu, untuk mengoptimalkan
potensi ciplukan sebagai agen kemopreventif
terutama pada kanker payvudara, maka dilakukan
penelitian tentang pengaruh ekstrak etanolik
herba ciplukan (EHC} pada gambaran
histopatologi sel payudara tikus betina galur
Sprague Dawley yang terinduksi 7.12-
Dimetilbenz[alantrasena (DMBA). Selain i,
juga dilakukan penelitian tentang aktivitas
antiproliferatif EHC pada sel payudara tikus
terinduksi DMBA, Melalui penelitian ini, akan
diperoleh data-data ilmiah yang dapat dijadikan
dasar pengembangan ekstrak etanolik herba
ciplukan sebagai agen kemopreventif yang
potensial, khususnya dalam terapi kanker
payudara.

TUIUAN

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengarub EHC pada gambaran histopatologi
sel epitel payudara tikus dan aktivitas
antiproliferasi EHC pada sel payudara tikus
betina galur Sprague Dawley terinduksi
DMBA.

METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian
eksperimental dengan desain penelitian post
test anly contral group desion, dimana variabel
tergantung yang diamati meliputi perubahan
histopatologi dan aktivitas antiproliferasi sel
epitel kelenjar pavudara tikus vang terinduksi
DMBA akibat perlakuan EHC dengan dosis 750
mg'kgBB dan 1500 mgkgBE.

Waktu dan Tempat Penelitian

* Penelitian diakukan selama empat bulan
pada bulan Februari sampai bulan Mei 2010 di
Laboratorium Cancer Chemoprevention Re-
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search Center Fakultas Farmasi UGM,
Yogyakarta dan Laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran UGM, Yogvakarta,

Bahan Tanaman dan Preparasi Ekstrak

Bahan uji dalam penelitian ini adalah
herba ciplukan yvang diambil dari daerah
Sleman, Yogyakarta pada bulan Januari 2010
dan dideterminasi di laboratorium
Farmakognosi, Bagian Biologi Farmasi,
Fakultas Farmasi UGM. Herba ciplukan
kemudian di serbuk dan diekstraksi dengan
menggunakan metode maserasi dengan larutan
penyari etanol (Merck). Filtrat vang diperoleh
kemudian dipekatkan menggunakan vacum
rotary evaporgior hingga didapatkan ekstrak
kental,

Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah Tikus
galur Sprague Dawley umur 40-50 hari dengan
berat antara 70-120 gram yang diperoleh dari
Uit Pengembangan Hewan Percobaan (LIPHP)
UGM sebanyak 6 ekor tiap kelompok di
tempatkan dalam kandang dengan suhu sekitar
28-32°C, kelembaban nisbi 98%, dan diberi
makanan pelet serta diberi minum air ledeng.

Bahan Kimia

Bahan yang digunakan untuk perlakuan
hewan uji adalah Etanol {Merck, Darmstadt),
CMC-Na 0.5% sebagai pelarut ekstrak, 7,12-
dimetilbenz[a]antrasena atau DMBA (Sigma)
untuk induksi kanker, corn ofl sebagai pelarut
DMBA, aquadest {Asia Lab), formaldehid
{Sigma) sebagai larutan fiksasi organ, larutan
pewarna Hematoksilin-Eosin, larutan perat
nitrat 25% dan asam formiat 1% untuk
pengecatan AgNOR, serta NaCl 0,9%.

Prosedur Penelitian
Liji In Viva

Tikus dibagi dalam lima kelompok
masing-masing enam ekor setiap kelompok.
Kelompok I (kontrol DMBA) diberi perlakuan
DMBA 20 mg/kgBB dalam pelarut corn oil,
kelompok I diberi perlakuan DMBA dan EHC
dosis 750 mg/'kg BB, kelompok 111 diberi
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perlakuan DMBA dan EHC dosis 15300 mg/kg
BR, kelompok [V adalah kontrol EHC {1500 mg/
kg BB), sedangkan kelompok V adalah kontrol
pelarut CMC-Na 0.5 %,

Pemejanan DMBA dilakukan 10 kali
selama lima minggu pada kelompok I, II, dan
111, Empat minggu kemudian, tikus dipejani EHC
setiap hari selama satu minggu. Selanjutnya
tikus dikorbankan dengan dislokasi leher dan
dilakukan nekropsi, Organ payudara diisolasi
dan dibuat preparat untuk analisis
histopatologinva dengan pengecatan
Hematoksilin-Eosin dan aktivitas proliferasi
dengan metode AgNOR.

FPengamatan Histopatologi Sel dengan
Pewarnaan Hematoksilin Eosin (HE)

Pengamatan histopatologi dilakukan
dengan metode pengecatan preparat jaringan
mammae dengan pewarma Hematoksilin Eosin
untuk mengetahui keadaan sitologi serta
tingkat keparahan kanker vang terjadi
Pemeriksaan dilakukan di bawah mikroskop
binokuler (OLYMPLIS®E DP12 Micrascope Digi-
fal Cameret System) di laboratorium Parasitologi
Fakultas Kedokteran UGM, Yogyakarta.
Analisis histopatologi dilakukan dengan
pengamatan secara deskriptif kualitatif

FPengamatan Proliferasi Sel dengan
Arvgyrophilic Nuclealar Ovganizer Region
{AgNOR)

Penentuan aktivitas proliferasi sel diamati
dengan menggunakan metode pewarnaan
AgNOR, Preparat histologi diimersikan dalam
bufter sodium sitrat (pH 6,07, diinkubasi di dalam
awfoclave pada suhu 120°C (tekanan 1,1-1,2
bar) selama 20 menit, didinginkan sampai suhu
37 *C kemudian ditmersikan ke dalam larutan
pengecatan perak yvang terdivi dari satu bagian
volume gelatin 2% dalam asam formiat 1% dan
dua bagian larutan perak nitrat 25% selama 13
menit dalam gelap, Slide dimasukkan ke dalam
5 % larutan natrium tiosulfat lalu dibilas dalam
air terdestilasi. Kemudian jaringan didehidrasi

Jmenggunakan etanolik dengan konsentrasi
bertingkat, dicuci dengan xvlene dan
ditempelkan pada resin atau medium sintesis
(12). Analisis aktivitas antiproliferasi dilakukan
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dengan perhitungan titik hitam (black dots).
Pengamatan black does dilakukan dengan
mikroskop cahaya (Olympus, Japan) dengan
perbesaran 1000 kali dalam minyak imersi. Pada
tiap sampel dihitung minimal 100 sel dengan
lima lapangan pandang berbeda. Pengecatan
dan pengamatan AgNOR dilakukan di
Laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran
LIGM.

Analisis Data

Hasil perhitungan  bdlack dots
dikonversikan ke nilai mAgNOR vaitu rata-rata
Jumlah black dots pada minimal 100 sel. Data
pengamatan nilai mAgNOR antar kelompok
dianalisis menggunakan ANOWVA (SPSS versi
16}, Metode statistik yang digunakan adalah
statistik parametrik dengan uji Kodmogoraow -
Smairmov: Bila data terdistribusi normal (nilai
signifikansi lebih atau mendekati 0.05)
dilanjutkan dengan post-hoc test uji Thkey HSD
dengan taraf kepercayaan 95%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Pemeriksaan Histopatologi Jaringan Mam-
mae pada Sel Kanker Pavudara Terinduksi
DMEBEA

Pada penelitian ini ingin diketahui
bagaimana pengaruh pemberian EHC terhadap
aktivitas proliferasi sel mammae tikus vang
dipejani DMBA dengan melihat gambaran
histopatologi sel epitel kelenjar payudara tilus.
Pengamatan histopatologi sel dilakukan dengan
pewarnaan Hematoksisilin Eosin (HE). Secara
mikroskopis gambaran histopatologi sel epitel
kelenjar payvudara tikus kontrol DMBA
menunjukkan terjadinya perubahan yang
spesifik akibat induksi DMBA yang
bertendensi ke arah terjadinyva kanker.

Hasil pengamatan preparat yang dicat
dengan HE terlihat adanya perubahan
histopatologi pada kelompok dengan perlakuan
DMBA (Gambar 1a) jika dibandingkan dengan
kelompok kontrol {Gambar 1d dan le).
Gambaran preparat HE kelompok DMBA
menunjukkan babwa sel bagian dicries menjadi
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Gambar 1. Gambaran histopatologi sel epitel kelenjar payudara tikus dengan pewarnaan HE
setelah perlakuan EHC, Kelompok kontral DMBA (a), DMBA+EHC 750 mg/kKgBE (b),
DMBA+EHC 1500 mg/kKgBB (c), Kontrol Pelarat CMC-Na (d), Kontrol EHC 1500mg/KgBB (E).
Tampak adanya perbedaan gambaran histologi antar kelompok setelah diamati dengan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 40x. EHC mampu memperbaiki histopatologi sel epitel
kelenjar payudara tikus terinduksi DMBA. Tanda panali (— ) menunjukkan adanya
perubahan morfologi di bagian diucrus sel epitel payudara tikus menjadi mdiilayer vang
mengindikasikan terjadinya karsinogenesis akibat perlakuan DMBA.

multilayer yang memperlihatkan adanya
indikasi karsinogenesis dan terjadi proliferasi
sel akibat pemberian DMBA. Pada kelompok
kontrol EHC (Gambar 1d) dan kontrol pelarut
CMC-Na(Gambar 1) sel epitel tampak sebagal
single faver, vang berarti sel masih normal.
Kelompok yang diberi perlakuan EHC dosis 750
mg'keBB dan 1500 mg/keBB tampak balwa sel
mampu memperbaiki histologi akibat perlakuan
DMBA (Gambar 1k dan 1e).

Hasil  pengamatan  perubahan
histopatologi sel epite] kelenjar payudara tikus
dalam penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
EHC mampu memperbaiki morfologi sel epitel
kelenjar payudara tikus yang diinduksi
karsinogenesis. Pengecatan dengan
pewamaan HE belum mampu memberikan
informasi apakah perubahan morfolog: terjadi
karena EHC mampu menghambat proliferasi sel
kanker. Oleh karena itu, untuk mengetahui
apakah EHC dapat menghambat atau
menurunkan proliferasi sel epitel kelenjar
payudara tikus terinduksi DMBA perlu
dilakukan pengamatan aktivitas antiproliferasi
EHC.

Aktivitas Antiproliferatif EHC

Metode wang digunakan dalam
menentukan aktivitas proliferasi sel kanker
adaflah Argyrophilic Nucleolar Organizer Re-
gion (AgNOR) dengan menghitung jumlah

b

seluruh hlack dors pada minimal 100 sel
kemudian di rata-rata dengan cara membagi
Jjumlah seluruh black dots. Dengan pewarnaan
perak, NOR vang bersifat argirofilik akan
tampak sebagai black dors vang dapat
dikvantifikasikan. Metode © ini dapat
menunjukkan pembelahan sel dengan
mengkuantifikasikan NOR yang
mengmdikasikan aktivitas proliferasi sel kanker
(12).

Pengamatan preparat AgNOR secara vi-
sual menunjukkan kelompok bahwa kelompok
kontrol DMBA (Gambar 2a) memiliki dlack dots
yang lebih banyak dibanding kelompok kontrol
tanpa perlakuan DMBA (Gambar 2d). Hal ini
menunjukkan terjadi proliferasi sel yang
berlebihan pada kelompok kontrol DMBA yang
mengarah pada terjadinya karsinogenesis.
Secara umum, kelompok perlakuan EHC
menujukkan jumlah black does yang lebih sedikit
dibanding kelompok DMBA. Kelompok
DMBA+EHC 15300 mg/KgBB (Gambar 2¢)
memiliki gambaran black does lebih sedikit
dibanding kelompok DMBA+EHC 750 mg/
KgBB (Gambar 2b). Penurunan jumnlah dlack
daes menunjukkan penurunan tingkat proliferasi
sel, sehingga EHC 1500 mg/KgBB dapat
menurunkan proliferasi sel epitel kelenjar
payudara tikus terinduksi DMBA ke tingkat
normal.

¥,
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Gambar 2. Penghambatan proliferasi sel epitel kelenjar payudara tikus terinduksi DMBA
oleh EHC. Pengamatan tingkat proliferasi dilakukan dengan pewarnaan AgNOR. Kelompok
kontrol DMBA (a); DMBA+EHC 750 mg/KgBB (b): DMBA+EHC 1500 mg/KgBB (c); Kontrol
EHC 1500mg/KgBB (d). Tanda panah (— ) menunjukkan adanya black dots yang
mengindikasikan adanya proliferasi sz|. Gambar diambil dengan menggunakan mikroskop
cahaya pada perbesaran |000x.

Hasil kuantifikasi AgNOR menunjukkan
bahwa kelompok perlakuan DMBA memilki nilai
mAgNOR paling tinggi yang berarti aktivitas
proliferasi sel paling tinggi dibanding kelompok
lain {Gambar 3). Nilai mAgNOR paling rendah
ditunjukkan oleh kelompok kontrol pelarut.
Perlakuan EHC dengan variasi dosis menun-
jukkan penurunan purata black dots. Hal ini
berarti EHC memiliki kemampuan menurunkan
aktivitas proliferasi sel epitel kelenjar payudara
terinduksi DMBA. Skor mAgNOR (X+5D)
untuk kelompok perlakuan DMBA sebesar
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2.04+0,19, kelompok perlakuan DMBA+EHC
750 mg/K3BB 1,772 0.05, kelompok perlakuan
DMBA+EHC 1500 mg/kgBB 1.68+0.11, kontrol
pelarut 1,26+ 0,02, dan kelompok kontrol EHC
1500 mg/KeBB sebesar 1, 28+ 0,04 *

Secara statistik, hasil kuantifikasi
mAgNOR dengan uji Kolmogorof-Smirnov
dengan taraf kepercayaan 95% menunjukkan
bahwa data terdistribusi normal. Hasil uji One
Way ANOWVA dan uji Tukey menunjukkan nilai
mAgNOR antara kelompok DMBA berbeda
signifikan dengan kelompok DMBA+EHC 1500
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Gambar 3. Efek penurunan jumlah black dors pada sel epitel kelenjar payudara tikus
terinduksi DM BA akibat perlakuan EHC yang dinyatakan dalam nilai mAgNOR. Kuantifikasi
jumlah black dots (nilai mAgNOR) pada tiap kelompok perlakuan untuk melihat tingkat
proliferasi yang terjadi dilakukan dengan menghitung 100 sel tiap lapang pandang dengan
perbesaran 1000x. Data diambil dari 3x replikasi = standar deviasi (SD), pada taraf kepercayaan
95%. *) Kelompok DMBA+EHC 1500 mg/kgBB berbeda signifikan dengan kontrol DMBA, yang
berarti bahwa EHC 1500 mg/kgBB mampu menurunkan tingkat proliferasi sel epitel kelenjar
pavudara tikus terinduksi DMBA

T6 . .



mg/KgBB yang berarti perlakuan EHC
menurunkan tingkat proliferasi sel epitel kelenjar
payudara tikus terinduksi DMBA. Nilai
mAgNOR kelompok DMBA+EHC 1500 mg/
KgBB tidak berbeda signifikan dengan nilai
mAgNOR kelompok kontrol tanpa perlakuan,
artinya perlakuan EHC 1500mg/KgBB mampu
mengembalikan tingkat proliferasi sel yang
telah mengalami inisiasi karsinogen ke tingkat
proliferasi sel normal. Berdasarkan hasil
penelitian, EHC mampu menurunkan proliferasi
sel epitel kelenjar payudara.

Pembahasan

Hasil wji in vive pada penelitian ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanolik herba
ciplukan (EHC) mampu menghambat proliferasi
sel epitel kelenjar payudara tikus galur Sprague
Dawley vang terinduksi DMBA. Pada pene-
litian ini efek antiproliferasi oleh perlakuan EHC
dosis 1500 mg/kgBB lebih baik dibandingkan
perlakuan dosis 750 mg/kgBB. Sehingga dapat
dikatakan bahwa dengan semakin mening-
katnya dosis maka efek antiproliferasi semakin
tinggl. .

Pada penelitian ini, mekanisme
antiproliferasi EHC ditunjukkan dengan
kemampuannya dalam mengembalikan
morfologi sel epitel kelenjar payudara tikus
yang terinduksi kanker ke tingkat normal, serta
menurunkan jumlah black dots dan nilai
mAgNOR pada tikus yang terinduksi kanker,
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa EHC
sangat berpotensi untuk dikembangkan
sebagai agen kemopreventif pada kanker
payudara karena memiliki aktivitas peng-
hambatan proliferasi sel,

' Mekanisme penghambatan proliferasi sel
yang ditunjukkan EHC kemungkinan
dikarenakan EHC memiliki kemampuan untuk
menghambat siklus sel, maupun melalui cell
cyele arrest yang dapat pula memicu terjadinya
apoptosis. Menurut Hsieh er al (6) ciplukan
dapat meregulasi proliferasi sel melalui induksi
G2/M arrest melalui mekanisme inhibisi sintesis
mBENA, menurunkan ekspresi protein p21 dan
p27, serta meningkatkan ekspresi protein Chk2.
sSelaint itu, EHC juga kemungkinan mampu
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menghambat proliferasi sel dengan
menginduksi apoptosis melalul regulasi pro-
tein terkait apoptosis seperti p53 (7). Penelitian
vang dilakukan oleh Darma er al. (13)
menunjukkan bahwa EHC mampu
meningkatkan ekspresi protein p33 pada sel
kanker leher rahim Hela. Peningkatan ekspresi
P33 dapat menyebabkan terjadi peningkatan
ekspresi p21 (downstream dan p533), Ekspresi
protein p21 inilah yang diasumsikan menjadi
penyebab proliferasi sel kanker berhenti pada
pada fase G2/M (groweh arresr). Namun, hal
tersebut masth perlu dibuktikan lebih lanjut
untuk melihat pengaruh EHC pada siklus sel
dan ekspresi protein p21 untuk membuktikan
pengaruh ekspresi p33 terhadap penghambatan
proliferasi sel melalui G2/M arresr.

Kemungkinan mekanisme molekuler
tersebut mampu menjelaskan mekanisme
aktivitas antiproliferasi EHC sehingga -
berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen
kemoprevensi kanker payudara. Akan tetapi,
hasil yang ditunjukkan oleh penelitian ini belum
menggambarkan dosis efektif vang dapat
digunakan dalam terapi kanker payudara. Oleh
karena itu diperlukan penelitian lebih lanjut baik
untuk uji toksisitas, optimasi dosis dan wakm
perlakuan, maupun uji in vive menggunakan
ekstrak terpurifikasi sehingga dapat diperoleh
hasil yang lebih baik dalam penentuan dosis
efekiif sebelum memasuki uji klinik. Perlu juga
dilakukan penelitian lanjutan terkait dengan
pembuatan sediaan yang siap dikonsumsi.
Keberhasilan penelitian ini diharapkan dapat
menghasilkan suatu alternatif pengobatan
yang lebih murah dengan memanfaatkan
tumbuhan liar di sekitar kita, bahkan di masa
mendatang dapat menjadi fitofarmaka vang
potensial dalam menunjang pengobatan
kanker pavudara.

KESIMPULAN

Dar1 hasil penelitian di atas, dapat ditarik
kesimpulan bahwa ekstrak etanolik herba
ciplukan mampu mempengaruhi histopatologi
dan menurunkan proliferasi sel epitel payudara
tikus betina galur Sprague Dawley yang
terinduksi 7,12-dimethylbenz[ ]anthracene
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(DMBA) sehingga berpotensi untuk dijadikan
agen kemoprevensi kanker payudara.
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