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Abstrak

Puspitoputri, Alya Hanifa. 2022. PENGARUH KOMBINASI MENIRAN
(PHYLLANTHUS URINARIA) DAN KUNYIT (CURCUMA LONGA)
TERHADAP EKSPRESI CEACAM1 PADA MENCIT (BALB/C) MODEL
KANKER PAYUDARA. Tugas Akhir, Program Studi Kedokteran, Fakultas
Kedokteran, Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Dr. Husnul Khotimah,
S.Si, M.Kes., (2) Dr. dr. Edi Mustamsir, Sp.OT (K).

Kanker payudara adalah penyebab terbesar kematian di Indonesia setelah
kanker paru. Ekspresi salah satu molekul penanda kanker, CEACAM1, ditemukan
pada jaringan bervaskularisasi tinggi yang bermanfaat untuk pertumbuhan kanker
payudara. Saat ini terapi konvensional kanker payudara memiliki kekurangan dari
segi efek samping yang ditimbulkan, masalah pembiayaan sampai timbulnya bukti
resistensi pada terapi hormonal (cisplatin). Penelitian herbal telah lama diadakan
guna mencari khasiatnya dalam pengobatan kanker. Senyawa aktif meniran
(Phyllanthus urinaria) dan kunyit (Curcuma longa) diketahui memiliki efek
antioksidan yang dapat berfungsi melawan kanker. Tujuan dari penelitian ini
adalah mengetahui pengaruh kombinasi meniran (Phyllanthus urinaria) dan kunyit
(Curcuma longa) terhadap ekspresi CEACAM1 pada mencit (BALB/c) model
kanker payudara. Penelitian ini-diawali dengan menginduksi kanker payudara
pada mencit (BALB/c) dengan DMBA lalu dilanjutkan dengan pemberian
kombinasi ekstrak meniran (Phyllanthus urinaria) dan kunyit (Curcuma longa)
selama 14 hari dengan dosis 0.1 mg/grBB, 0.3 mg/grBB, 0.9 mg/grBB, 1.8
mg/grBB. Limpa diisolasi untuk analisis ekspresi CEACAML1 pada flow cytometry
serta jaringan mammae untuk pengamatan histologi. Pada penelitian ini
didapatkan histopatologi pada kelompok induksi DMBA menunjukkan infiltrasi sel
stroma pada jaringan adiposa yang diidentifikasi sebagai metastasis. Setelah
diberikan cisplatin maupun kombinasi herbal, histopatologi kembali membaik sama
seperti kontrol negatif. Pada flow cytometry menunjukkan penurunan persentase
ekspresi CEACAM1 pada kelompok kombinasi P. urinaria dan C. longa
dibandingkan kelompok induksi DMBA dan penurunan secara signifikan terjadi
pada dosis 0.3 mg/grBB dan dosis 0.9 mg/grBB.

Kata kunci: Kanker Payudara, 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA),
Carcinoembryonic antigen-related adhesion molecule 1 (CEACAM1), Phyllanthus
urinaria, Curcuma longa, Cisplatin.
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Abstract

Puspitoputri, Alya Hanifa. 2022. THE EFFECT OF MENIRAN (PHYLLANTHUS
URINARIA) AND TUMERIC (CURCUMA LONGA) COMBINATION ON
CEACAM1 EXPRESSION IN MICE (BALB/C) BREAST CANCER
MODEL. Final Assignment, Medical Doctor Program, Faculty of Medicine,
Brawijaya University. Supervisor: (1) Dr. Husnul Khotimah, S.Si, M.Kes.,
(2) Dr. dr. Edi Mustamsir, Sp.OT (K).

Breast cancer is the most common cause of death after lung cancer in
Indonesia. One of biomarker expression, CEACAM1, was found in highly
vascularized tissue which is beneficial for breast cancer growth. Currently,
conventional breast cancer therapy has limitation ranging from side effects, costs
and evidence of resistance (cisplatin). Herbal research has been carried out for a
long time to find its properties for cancer treatment. The active compounds of
meniran (Phyllanthus urinaria) and turmeric (Curcuma longa) are known to have
antioxidant effects that can function as anti-cancer. The purpose of this study was
to determine the effect of the combination of meniran (Phyllanthus urinaria) and
turmeric (Curcuma longa) on the expression of CEACAML1 in mice (BALBI/c) breast
cancer model. This study was initiated by inducing breast cancer in mice (BALB/c)
with DMBAand then continued with the-administration of a combination of meniran
extract (Phyllanthus urinaria) and turmeric (Curcuma longa) for 14 days at dose of
0.1 mg/grBW, 0.3 mg/grBW, 0.9 mg/gBW, 1.8mg/gBW. The Spleen was isolated
for analyzing CEACAML1 expression on flow cytometry and mammary tissue was
isolated for histological observation. In this study, the histopathology of DMBA-
induced group showed infiltration of stromal cell on adipose tissue that identified
as metastatic. After being given treatment with cisplatin or combination of herbs,
adipose tissue improved to be similar to the negative control. The results of flow
cytometry showed that there was a decrease in the percentage of CEACAM1
expression over the combination of P. urinaria and C. longa group compared to the
DMBA-induced group and a significant decrease of the percentage shown at 0.3
mg/grBW dose and 0.9 mg/grBW dose

Key words: Breast Cancer, 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA),
Carcinoembryonic antigen-related adhesion molecule 1 (CEACAM1), Phyllanthus
urinaria, Curcuma longa, Cisplatin.
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1.1 Latar Belakang
Kanker adalah kondisi dimana sel tubuh mengalami pertumbuhan
abnormal. Abnormalitas pertumbuhan sel dapat terjadi karena mutasi protein
yang meregulasi keseimbangan siklus sel. Salah satu gen yang bermutasi
pada kanker payudara adalah BRCA1 yang mengkode protein Breast cancer
type 1 susceptibility protein (Metcalfe et al., 2018). Gen BRCA1 bersifat supresi

pada sel tumor, salah satu mekanismenya adalah menghambat signalling dari

reseptor estrogen (éR). ER berinteraksi dengan cyclin D1 untuk koordinasi
transisi siklus sel dari fase G1 ke fase S, sehingga ketika terjadi mutasi BRCA1
menyebabkan pertumbuhan sel yang tidak terkendali (Feng et al., 2018).

Berdasarkan data International Agency for Research of Cancer tahun
2018, pada skala global, insiden kanker payudara berjumlah sama dengan
kanker paru, yakni sebesar 11.6% dari total kasus 18.078.957 (GLOBOCAN -
World Health Organization (WHO), 2018). Di Indonesia, kanker payudara
menjadi penyebab kematian terbanyak nomer 2 (11%) setelah kanker paru
(12.6%) (WHO, 2018).

Salah satu marker kanker payudara, yakni Carcinoembryonic antigen-
related adhesion molecule 1 (CEACAM1) adalah glikoprotein transmembran
tipe-1 yang termasuk kedalam keluarga antigen karsinoembrionik. CEACAM1

dapat dijadikan faktor prognosis kanker karena presentase ekspresinya yang

=

tercatat pada banyak varietas malignansi (Calinescu et al., 2018). Protein

CEACAM1 ditemukan dalam cairan tubuh atau berikatan dengan membran sel
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memperkuat reaksi sel imun. (Yang et al., 2015). Untuk kepentingan penelitian
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eksperimental antikanker, senyawa kimia 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene
(DMBA) diproduksi secara sintetis. Senyawa DMBA termasuk kedalam
kelompok hidrokarbon aromatik polisiklik (PAH). Senyawa DMBA dapat
menyebabkan mutasi titik serta mutasi substitusi pada sel yang terinduksi
sehingga terjadi progresivitas kanker (National Center for Biotechnology
Information, 2020).

Menurut Paduan Penatalaksanaan Kanker Payudara, Komite
Penanggulangan Kanker Nasional, tatalaksana kanker payudara terdiri dari
pembedéﬁan, tera[i)ii s}stemik, terapi hormonaI,Terapi targé£ dan radioterapi
(Kemenkes, 2015). Efek samping yang dapat terjadi bervariasi karena efek
sitostatika pada sel hidup pasien (Nindya and Surarsi, 2016). Saat ini terapi
hormonal kanker payudara menunjukan resistensi akibat mutasi pada gen
yang mengkode reseptor estrogen, resistensi tersebut dikenali dengan banyak
pasien yang mengalami kekambuhan (Szostakowska et al., 2019). Sehingga
dibutuhkan strategi pengobatan baru untuk menunjang keberhasilan terapi
kanker payudara.

Pada beberapa tahun ini, penelitian tentang herbal telah menunjukan
banyak kemajuan akan efek terapeutik senyawa alaminya terhadap banyak
penyakit, termasuk tumor (Tao, Zhang and Zhang, 2019). Meniran
(Phyllanthus urinaria) yang sudah terkenal di wilayah asia, memiliki bioaktivitas

pada kanker (Puspita and Alhebshi, 2019). Senyawa polifenol pada meniran

=

memiliki peran mencegah progresivitas kanker melalui kemampuannya untuk

menginduksi apoptosis sel kanker. Sama seperti meniran, kunyit (Curcuma
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longa) juga memiliki kemampuan induksi apoptosis dan supresi pada
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proliferasi sel kanker (Tomeh et al., 2019).

Dengan mengkombinasikan herbal dapat meningkatkan efek terapeutik
yang diinginkan, hal ini dikarenakan dua bahan aktif yang terkandung dapat
bekerja dengan berikatan dalam satu tempat yang sama atau saling
menguatkan efek dengan berikatan di tempat yang berbeda (Hu et al., 2016).
Pada penelitian yang lalu, kombinasi antara meniran dan kunyit meningkatkan
aktivitas hepatoptotektif yang optimal dalam mencegah multifokal nekrosis
disekitar pembuluh darah (Mada et al., 2014).

Oleh karena itu: ri)einelitian ini dilakukan untul?mengetahLijiiefektivitas terapi
kombinasi herbal kunyit dan meniran pada kanker payudara, sehingga herbal
tersebut dapat dipertimbangkan sebagai kombinasi pengobatan bagi penderita

kanker payudara.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh Meniran (Phyllanthus urinaria) dan kunyit
(Curcuma longa) terhadap ekspresi CEACAM1 pada mencit (BALB/c) model

kanker payudara?

1.3 Tujuan Penelitian
Mengetahui pengaruh Meniran (Phyllanthus urinaria) dan kunyit
(Curcuma longa) terhadap ekspresi CEACAM1 pada mencit (BALB/c) model

kanker payudara.

=
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1.4 Manfaat Penelitian

repository.ub

1.4.1 Manfaat Akademis
Mengembangkan pola berpikir kritis bagi peneliti serta menyumbang
karya bagi ilmu pengetahuan yang dapat dikembangkan untuk penelitian

selanjutnya.

1.4.2 Manfaat Praktis
Kombinasi Meniran (Phyllanthus urinaria) dan kunyit (Curcuma longa)
mempengaruhi ekspresi CEACAM1 pada mencit (BALB/c) model kanker
payudara sehingga dapat menjadi terapi tambahan guna meningkatkan

keberhasilan terapi yang sudah ada.

g
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Payudara

2.1.1 Etiologi

Penyebab kanker payudara sangat berkaitan pada tingkat gen.
Mekanisme gentik yang terjadi adalah mutasi gen yang diturunkan dari riwayat
keluarga. Gen yang paling sering bermutasi pada kanker payudara adalah
BRCAL1 dan BRCA2. (Feng et al ., 2018). Breast cancer associated gene 1 dan
2 (BRCAL dan BRCA2) memiliki fungsi sebagai regulator pada siklus sel,
sehingga defisiensi pada gen ini menyebabkan disregulasi tahap pengecekan
dalam siklus sel, duplikasi sentrosom yang abnormal serta instabilitas genetik

dan apoptosis yang berkelanjutan (Sun et al ., 2017).

2.1.2 Epidieizmiologi
Menurut data dari International Agency for Research of Cancer tahun

2018 jumlah kasus kanker payudara sama besarnya dengan jumlah kasus
kanker paru-paru yakni sebesar 11.6% dari total kasus 18.078.957 di seluruh
dunia (GLOBOCAN - World Health Organization (WHO), 2018). Di Indonesia,
kanker payudara merupakan kasus kanker terbanyak pada wanita nomor 1
(30.9%) dan menjadi penyebab kematian terbanyak nomer 2 (11%) setelah
kanker paru (12.6%) ((WHO)., 2018). Dari rekapitulasi deteksi dini kanker

serviks (IVA) manunjukan hasil positif tumor payudara tertinggi di Indonesia

=

berada pada Jawa Barat dan DKI Jakarta (Kemenkes, 2020). Jenis kanker

payudara yang paling terjadi adalah tipe invasif (81%) yang berarti sel kanker
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Carcinoma In Situ (DCIS) (16%) dibanding subtipe Lobular Carcinoma In Situ
(LCIS). DCIS disebut sebagai prekusor dari jenis invasif, sedangkan LCIS

sering disebut sebagai jenis yang lebih jinak (Chopra dan Davies, 2020).

2.1.3 Patofisiologi
Kanker adalah sebuah kondisi dimana sel mengalami pertumbuhan
yang tidak terkendali dengan mempunyai potensi menjadi ganas melalui
beberapa karakteristik (Um, 2015). Terdapat tujuh tanda dari kanker
diantaranya adalah pertumbuhan selektif dan kemampuan poliferasi,
perubahgrj responitgrhadap stress yang memfzisilitasi kerr]a}mpuan survival,
vaskularisasi, invasi dan metastasis, metabolisme, lingkungan mikro yang

mendukung serta modulasi imun (Fouad and Aanei, 2017).

Beberapa hal yang bisa mejadi faktor resiko dari kanker payudara
adalah i(bnsumsi alkohol, akﬁf&as fgkr,mobiésitas dan riwvayat te}épi radiasi. Gen
yang paling sering bermutasi pada kanker payudara adalah BRCA1 dan
BRCA2. Dari 75% kasus kanker payudara, mekanisme mutasi BRCAL1 dan
BRCA2 yang paling sering terjadi disebabkan paparan hormonal, yakni
aktivitas reseptor estrogen (ER). ER disebutkan memiliki interaksi dengan
cyclin D1 yang berfungsi untuk mengkoordinasikan transisi siklus hidup sel dari
fase G1 ke fase S. Interaksi antara ER dan cyclin D1 pada akhirnya akan

menyebabkan pertumbuhan sel kanker pada jaringan mammae (Feng et al.,

2018). Mutasi tersebut menyebabkan terjadinya hiperpoliferasi pada sel

=

duktus, kemudian duktus berkembang menjadi tumor yang bisa menjadi jinak
atau dapat bermetastasis. Metastasis dapat terjadi setelah stimulasi oleh

berbagai macam faktor karsinogenik antara lain lingkungan mikro di sekitar
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progresifitas kanker payudara. Makrofag memiliki kemampuan mutagenik
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yakni menginduksi angiogenesis berkelanjutan dan dapat membuat sel

menghindari imunitas tubuh (Sun et al., 2017).

2.2 7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)

7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) (gambar 2.1) adalah senyawa
kimia yang termasuk kedalam kelompok hidrokarbon aromatik polisiklik (PAH).
DMBA merupakan senyawa yang diproduksi secara sintetis dan tidak terdapat
di alam secara bebas. Senyawa DMBA diproduksi untuk kepentingan
penelitia[\ pksperimﬁeﬁntﬁal antikanker. Senyawa DMBA berwujqd piringan padat
berwarna kuning pucat, tidak berbau dan bersifat tidak larut dalam air (National
Center for Biotechnology Information, 2020). Sifat DMBA merupakan molekul
lipofilik sehingga membuatnya sangat mudah untuk berkonsentrasi pada

lapisan epithel (Kerdelhué etal., 2016). — o

Gambar 2.1 Struktur DMBA (Yardim et al ., 2010).

Mekanisme DMBA dalam menginduksi kanker payudara pada

penelitian sebelumnya menjelaskan adanya proses mutasi substitusi dan

g

aktivasi keluarga genetik ras sehingga terdapat gangguan kesimbangan

tingkat seluler oksidan-antioksidan yang memiliki peran dalam perkembangan
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Information, 2020). Selain itu, DMBA diketahui dapat menginduksi
adenokarsinoma melalui gangguan pada mekanisme hormonal, diantaranya
disrupsi axis Hypothalamo-Pituitary-Gonadal (HPG), axis Hypothalamo-
Pituitary-Adrenal (HPA) dan sekresi melatonin selama periode laten (2 bulan)
yang meningkatkan kejadian tumor mammae (Kerdelhué et al., 2016).
Berdasarkan banyak penelitian yang sudah ada, 1 mg/kg dosis DMBA selama
6 minggu secara intraperitoneal pada mencit BALB/c sudah dapat menginduksi

formasi tumor kanker payudara (Khazaei et al., 2018).

Admigif,trasi DMBA akan mengaktivasi Aryl Eydrocarboﬁnﬁ receptor (AhR),
sebuah faktor transkripsi yang berperan pada perkembangan dan pengaturan
respon hipoksia pada sel normal. Setelah teraktivasi, faktor transkripsi AhR
memicu terinduksinya enzim-enzim metabolit seperti sitokrom P450 yang
berperan untuk pengonversian senyawa DMBA menjadi senyawa mutagenik.
Pada jaringan payudara, senyawa DMBA mutagenik yang dapat ditemukan
adalah 7-hydroxymethyl-12-methylbezantracene (7- HMBA) dan 12-
hydroxymethyl-7-metilbezantracene (12-HMBA), yang selanjutnya dapat
menyebabkan aduksi pada untaian DNA. Proses masuknya faktor transkripsi
AhR menuju nukleus sel diketahui melalui pengikatan dengan heat-shock
protein 90 (HSP90) di ekstraseluler, setelah itu AhR dapat menyebabkan
dimerisasi kofaktor Arylydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT)
yang berfungsi sebagai regulator pada urutan untaian DNA. Pada nukleus, 7-

HMBA dan 12-HMBA akan menginduksi ekspresi gen yang mengkode faktor

=

pertumbuhan  serta  proto-onkogen  lainnya  yang = menimbulkan

ketidakseimbangan siklus sel sehingga timbul proses pertumbuhan tumor. (de
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2.3 Terapi Kanker
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Menurut Paduan Penatalaksanaan Kanker Payudara, Komite
Penanggulangan Kanker Nasional, tatalaksana kanker payudara terdiri dari
pembedahan, terapi sistemik, terapi hormonal, terapi pada sel target dan
radioterapi (Kemenkes, 2015). Terapi pembedahan adalah terapi yang paling
dikenal untuk pengobatan kanker payudara, hal ini dikarenakan pembedahan
dapat mengontrol penyakit secara lokal sehingga diharapkan tidak terjadi
metastasis. Sementara itu terapi sistemik, hormonal, terapi pada sel target dan

radioterapi lebih sering digunakan ketika ada resiko relaps metastasis (Sun et

al ., 2017).

Keseluruhan terapi yang diberikan dapat memberi efek samping yang
signifikan. Efek samping tersebut antara lain deteriorasi fungsi tubuh, aktivitas
seksual, body image, dinamika keluarga, pekerjaan, yang menghasilkan
distress psikologi. Pada pasien post mastektomi didapatkan efek body esteem
yang merendah (Di et al ., 2016). Pada pasien yang menjalani kemoterapi efek
samping yang paling sering adalah mual dan muntah. Saat ini terapi hormonal
standar dengan jalur inhibisi protein CDK4/6 melalui pengikatan pada reseptor
estrogen monomer telah menunjukan beberapa kasus resistensi, hal ini

dibuktikan dengan adanya mutasi pada gen ESR1 Y537S.

2.3.1 Cisplatin

Salah satu terapi sistemik yang digunakan saat ini adalah cisplatin.

=

Cisplatin (gambar 2.2) adalah senyawa berstruktur diamminedichloroplatinum

yang artinya dua ligan amine dan dua ligan kloro terkonfigurasi secara cis datar
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kanker anal. Pada kanker payudara, cisplatin sangat bermanfaat untuk
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meningkatkan rentang hidup pasien (Ghosh, 2019).

Cl___NH;

Pt
Cl1~ >NH;

Gambar 2.2 Struktur Cisplatin (Dai et al ., 2017).

Cisplatin menghentikan pertumbuhan tumor dengan cross-linking pada
DNA untai ganda spiral guanin menyebabkan DNA tidak bisa melepaskan
gulungan dan berpisah sehingga berefek langsung pada replikasi DNA. Hal ini
menyebabkan siklus pertumbuhan sel kanker terganggu dan mengalami
kematian. Mekanismenya lainnya adalah menginduksi apoptosis sel kanker
melalui aktivasi transduksi sinyal (Dai et al ., 2017). Disamping efek positifnya
terhadap penghambatan sel kanker, cisplatin memiliki banyak efek samping
yang terlihat. Efek samping termasuk mual, muntah, pengurangan sel darah
dan produksi platelet pada sumsung tulang dan immunosupresif. Efek lainnya

adalah kerusakan ginjal, saraf serta fungsi pendengaran (Aldossary, 2019).

2.4 Herbal
Tumbuhan dan bahan aktif menjadi kontributor besar agen alami sudah

banyak digunakan sebagai pencegahan kanker pada pengobatan herbal cina,

=

penelitian tentang kemampuan anti-poliferasi dan efek sitotoksik

dikembangkan untuk menjadi dasar herbal sebagai terapi komplementer atau
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dibanding pada saat kedua obat tersebut diberikan secara terpisah. Pada

repository.ub.ac.i

pengobatan kanker, kombinasi dari antikanker meningkatkan kemampuan
sitotoksik dan mencegah berkembangnya klon sel kanker yang bersifat
resisten pada terapi. Beberapa manfaat dari kombinasi senyawa aktif herbal
pada kanker sudah banyak di temukan. Studi in vivo dan in vitro menunjukan
bahwa kombinasi dari kurkumin dan resveratrol dapat meningkatkan
apopotosis pada sel karsinoma, termasuk meningkatkan regulasi pemotongan
PARP-1 dan Bax/Bcl2 serta menurunkan regulasi fosforilasi ERK1 dan ERK2,
sehingga mekanisme tersebut lebih meningkatkan efek dibanding memberikan

kurkumin saja (Hu et al ., 2016).

2.4.1 Meniran

o 4 N
Gambar 2.3 Meniran (Phyllanthus urinaria) (Le et al ., 2015)

Meniran (Phyllanthus urinaria) tumbuh di area lembab dan berbatu, seperti
di sekitar saluran air, semak-semak dan tanah rerumputan. Meniran memiliki
batang bulat, tulang daunnya menyirip genap, dan pada satu tangkai memiliki
daun majemuk berukuran kecil dan lonjong, tinggi tanaman bisa mencapai satu
meter lebih dalam kondisi tanah subur (Yuniar, 2020). Meniran memiliki rasa
agak pahit dan manis. Meniran sudah terkenal sebagai bahan obat tradisional

di wilayah asia dan sampai saat ini sudah terbukti memiliki khasiat pada
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hepatitis, anti-inflamasi, demam (antipiretik), melancarkan kencing (diuretik)
(Higea, 2015). Menurut Schoch et al (2020) taksonomi dari meniran adalah

sebagai berikut

Kingdom : Plantae

Fillum : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Euphorbiales

Genus : Phyllanthus
Spesies : Phyllanthus urinaria L

Melalui analisa fluoresensi diketahui bahwa herba meniran mengandung
senyawa alkaloid, flavonoin, saponin, steroid, tannin, dan fenolik yang
berfungsi sebagai antioksidan (Higea, 2015). Salah satu senyawa pada
meniran-yakni lignan memiliki kemampuan induksi apoptosis melalui inhibisi
aktivitas telomerase dan aktivitas c-myc serta kaspase 3. Aktivitas antikanker
meniran sudah banyak ditemukan di banyak penelitian. Ekstrak metanol dan
aquoeus dari meniran menghambat metastasis sel karsinoma payudara
melalui jalur kinase terkait sinyal ekstraseluler dan hipoksia. Ekstrak lain
disebutkan memiliki efek apoposis pada sel kanker hepatoma, leukimia dan

fibrosarkoma (Geethangili and Ding, 2018).


http://plantamor.com/species/under/phyllanthus
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2.4.2 Kunyit

Gambar 2.4 Struktur morfologi rimpang. (A, D) Curcuma aeruginosa, (B, E) C. longa, dan
(C, F) C. heyneana (Le et al ., 2015).

Kunyit (Curcuma longa) merupakan tanaman golongan temu-temuan
yang banyak dimanfaatkan sebagai bumbu masakan maupun pewarna
makanan. Rimpang tanaman kunyit merupakan bagian yang sering digunakan
dalam pengobatan tradisional di masyarakat. Kunyit memiliki morfologi
rimpang utama dan rimpang samping (menyimpang), perbedaan rimpang pada
setiap jenis terletak pada warna daging rimpang, dimana Curcuma longa
memiliki rimpang berwarna kuning tua. Curcuma longa memiliki warna kulit
kuning muda dan berdiameter rimpang utama paling kecil dibanding C.
aeruginosa, C. heyneana. Menurut Schoch et al (2020) taksonomi dari
Curcuma longa (Schoch et al ., 2020) adalah sebagai berikut,

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliosida

<C Kelas . Liliopsida

S
. < Ordo : Zingiberales
< p—
% g Famili : Zingiberaceae
Eé Genus : Curcuma
=

Spesies : Curcuma longa L.



http://plantamor.com/species/under/zingiberaceae
http://plantamor.com/species/under/curcuma
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa seluruh ekstrak bagian tanaman
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kunyit memiliki aktivitas antioksidan seperti karotenoid dan flavonoid (Septiana
dan Simanjuntak, 2015). Senyawa kurkumin pada kunyit memiliki interaksi baik
secara intraseluler dan ekstraseluler pada sel kanker sehingga menghambat
progresifitas kanker. Kurkumin menghambat ekspresi Activator Protein (AP-1)
yang sangat memiliki peran terhadap stimulasi mutasi, pro-angiogenesis,
sinyal anti-apoptosis. Meningkatkan ekspresi Peroxisome proliferator-
associated receptor gamma (PPAR-y) yang berfungsi sebagai protein supresor
pada sel kanker. Kurkumin juga menghambat sitokin proinflamasi yakni Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) yang berfungsi sebagai faktor pertumbuhan
serta inisiasi pada sel tumor (Qadir, Nagvi and Muhammad, 2016). Diketahui
bahwa kunyit memiliki kemampuan induksi apoptosis dan supresi pada
proliferasi sel kanker melalui berbagai macam jalur sinyal sel (Tomeh, et al.,

2019)

2.5 Respon Imun Terhadap Kanker
Respon imun tubuh terbagi menjadi dua yakni imunitas bawaan dan
imunitas adaptif. Imunitas bawaan adalah pertahanan lini pertama untuk
mengeliminasi mikroba terdiri dari molekul-molekul yang selalu ada pada
jaringan. Sedangkan imunitas adaptif lebih banyak dimediasi oleh limfosit yang
mengalami ekspansi klonal sehingga dapat bereaksi secara spesifik pada
antigen yang berbeda. Imunitas adaptif terdiri dari imunitas humoral dan

imunitas seluler. Imunitas seluler diperankan oleh limfosit T yang berfungsi

g

untuk mengeradikasi mikroba intraseluler. Imunitas humoral yang diperankan

oleh limfosit B mengeluarkan antibodi untuk mengeradikasi mikroba
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maturasi pada organ limfoid primer yakni sumsum tulang dan timus, sementara
inisiasi dari respon imun adaptif terjadi pada organ limfoid sekunder yakni
limfonodus, limpa dan mucosal associated lymphoid tissues (MALT) (Abbas,

et al, 2017).

CD (Cluster of differentiation) adalah sebuah protein pada permukaan sel
yang berfungsi sebagai penunjang interaksi antar molekul atau sel. Pada
limfosit T yang memiliki CD4+ maka disebut sebagai Helper T-Lymphocyte
yang berikatan spesifik dengan MHC (Major Hystocompatibility Complex) kelas
1 sementara limfosit T yang memiliki CD8+ disebut sebagai CTL (Cytotoxic T
Lymphocyte) dan berikatan spesifik pada MHC kelas 2. Baik CD4+ dan CD8+
memiliki fungsi untuk mengeradikasi antigen, CD4+ mengeradikasi melalui
aktivasi makrofag sehingga membunuh mikroba yang sudah terfagosit di
dalamnya, sedangkan CD8+ mengeradikasi dengan langsung membunuh sel

yang mengekspresikan antigen tersebut (Abbas, et al, 2017).

Respon imun terhadap sel kanker banyak diperantarai oleh imunitas
adaptif seluler. Antigen pada sel kanker dapat berupa protein seluler pada sel
normal namun terekspresi secara abnormal pada sel kanker sehingga
menimbulkan reaksi imun. Mekanisme imunitas yang terjadi dimulai dari
adanya antigen sel kanker yang mengalir melalui pembuluh darah dan
memasuki limpa untuk dikenali oleh CD8+. Setelah itu CD8+ mengalami
diferensiasi yang ditingkatkan oleh ko-stimulator APC atau sinyal sekunder
yang berasal dari CD4+ dan pada hasil akhir menjadi sel T spesifik tumor yang
dapat langsung berikatan dengan sel kanker. Setelah bisa berikatan dengan
sel kanker, maka CD8+ akan teraktivasi dan mengeluarkan granul yakni

granzyme dan perforin yang dapat menimbulkan apoptosis pada sel kanker.
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Pada hewan coba yang induksi oleh senyawa karsinogenik dapat
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menimbulkan reaksi imun yang kuat sehingga banyak penelitian yang
menjadikan sel imun sebagai parameter untuk mengukur berbagai macam

hasil (Abbas, et al, 2017).

2.6 Carcinoembryonic antigen-related adhesion molecule 1 (CEACAM1)

Pada pembahasan sebelumnya dijelaskan bahwa antigen pada sel kanker
dapat berupa protein seluler pada sel normal namun terekspresi secara
abnormal sehingga menimbulkan reaksi imun. Salah satu antigen yang
berekspﬁrgsi padaisie[ kanker adalah CEA (CaEinoembrer]ic antigen) atau
CD66. Pada tubuh manusia, keluarga antigen karsinoembrionik ini terdiri dari
29 gen dan terbagi menjadi dua subgrup yakni molekul yang berfungsi
sebagai adhesi pada sel (CEACAM) dan glikoprotein spesifik masa
kehamilan. Carcinoembryonic —antigen-related adhesion- molecule 1
(CEACAM1) adalah glikoprotein transmembran tipe-1 yang termasuk ke
dalam keluarga antigen karsinoembrionik dan ditemukan sebagai bentuk larut
didalam cairan tubuh atau terikat dengan membran permukaan sel (Yang et
al ., 2015). Ekspresi dari CEACAM1 pada fase perkembangan embrio
ditemukan pada sel tropoblast, plasenta dan leukosit infiltrat. CEACAML1 juga
terekspresi pada sel baik sebagai ekspresi pokok (sel epithel) dan regulasi
(sel endotel dan limfosit). Protein. CEACAM1 memiliki peran pada
morfogenesis, apoptosis, angiogenesis, proliferasi, motilitas sel dan fibrosis

(Kim et al ., 2019).

g

Penelitian immunohistokimia pada 62 jaringan reseksi pasien kanker

NIVERSITA

payudara ditemukan ekspresi CEACAML1 pada 49 jaringan. Setelah dilakukan
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penilaian kuantitatif lebih jauh, didapatkan ekspresi CEACAM1 terbanyak
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pada jaringan kanker payudara jinak (derajat histologi 1, ukuran tumor T1, dan
pada pasien yang tidak mengalami metastasis limfonodi) (Yang et al ., 2017).
Sementara penelitian lain menyebutkan adanya peningkatan ekspresi
CEACAM1 pada beberapa malignansi stadium akhir (melanoma, NSCLC,
kandung kemih, tiroid dan gaster). Perbedaan ekspresi tersebut dapat
didasari oleh pemotongan alternatif protein yang menghasilkan dua domain
terbesar yakni akhiran panjang (-L) dan pendek (-S), sehingga dapat
dihipotesiskan bahwa CEACAM1-4S memiliki sifat supresi tumor dan

CEACAM1-4L dapat berfungsi sebagai stimulator pada sel tumor (Calinescu

etal., 26i8).

2.7 Mencit BALB/c
BALB/c adalah mencit yang memiliki ciri fisik albino, warna mata merah
muda dan memiliki warna rambut yang putih. Secara umum BALB/c sangat
sensitif terhadap cahaya dan sangat rentan mengalami stress serta ansietas.
Kebanyakan subgalur dari BALB/c memiliki rentang hidup yang panjang
sehingga sangat bagus untuk dibudidayakan. Karakteristik lainnya adalah
pejantan BALB/c lebih agresif dan dapat berselisih dengan betina jika

ditempatkan pada satu kandang (Nakamura, 2013).

Mencit BALB/c sengaja diberdayakan untuk kepentingan penelitian.
Mencit BALB/c dikenal dalam memproduksi plasmasitoma hanya dengan

injeksi minyak mineral. Tumor ini membentuk dasar produksi antibodi

=

monoklonal, sehingga BALB/c sering digunakan dalam penelitian immunologi.
Memiliki angka kejadian tumor payudara yang rendah namun dengan senyawa

karsinogen dapat menimbulkan kejadian kanker. Dengan injeksi 7,12-
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dimethylbenz(a anthracene (DMBA) saat berusia 4 minggu mencit BALB/c
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mengalami  tumor uterus dan leukimia. Dengan  administrasi
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methylcholanthrene  dapat menimbulkan = tumor paru dan induksi

methylnitrosourea menyebabkan tumor kulit (Xiao- and Xiang-, 2016).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
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3.1 Kerangka Konsep

DMBA

Stress oksidatif

Curcumma -
longa Kurkumin
Antioksidan f---]|  ROS 1

Phyllantus _/
urinatia _’

it

Mutasi Genetik
(BRCA-1,
BRCA-2)

Y

1 Poliferasi
=3 | Apoptosis
1 Angiogenesis

Cisplatin

Limpa

'

= \/ariabel yang dilihat
***** Menghambat I CEACAM1 | I

Gambar 3.1 Kerangka Konsep

3.2 Penjelasan Kerangka Konsep Penelitian
Pemberian DMBA pada hewan coba akan menimbulkan reaksi seluler
yakni stress oksidatif pada jaringan dan akhirnya terjadi ketidakseimbangan
molekul sel dan mutasi beberapa gen regulasi, pada kanker payudara gen
yang paling sering bermutasi adalah BRCA1 dan BRCAZ2. Mutasi ini kemudian
menyebabkan sel kehilangan kemampuan apoptosis, proliferasi yang
berkelanjutan serta angiogenesis, sehingga sel yang normal berubah menjadi

sel kanker.

=

Mekanisme penghambatan sel kanker oleh antioksidan diketahui sebagai

molekul yang menyeimbangkan jumlah serta bereaksi dengan Reactive

NIVERSITA
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Oxygen Spesies (ROS) sehingga menyebabkan molekul menjadi stabil
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kembali dan tidak berbahaya. Meniran dan kunyit memiliki senyawa aktif yakni
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kurkumin dn lignan yang dapat berfungsi sebagai antioksidan. Adapun terapi
konvensional kanker payudara saat ini, cisplatin, memiliki peran dalam

menginduksi apoptosis.

Untuk mengevaluasi adanya perubahan protein tertentu akibat terapi yang
diberikan pada kanker maka dilakukan analisi ekspesi protein CEACAML1 yang

diukur melalui Flow Cytometer.

3.3 Hipotesa Penelitian

3.3.1 HO (Hipotesis Nol) - A &
Tidak terdapat pengaruh Pengaruh Meniran (Phyllanthus urinaria) dan
Kunyit (Curcuma longa) terhadap ekspresi CEACAM1 pada Mencit (BALB/c)

sebagai model kanker payudara yang diinduksi DMBA.

3.3.2 H1 (Hipotesis Alternatif)
Terdapat pengaruh Pengaruh Meniran (Phyllanthus urinaria) dan Kunyit
(Curcuma longa) terhadap ekspresi CEACAM1 pada Mencit (BALB/c) sebagai

model kanker payudara yang diinduksi DMBA.

=
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BAB IV
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METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan eksperimental murni dengan mengggunakan post
test only group design. Subjek penelitian menggunakan hewan coba Mus
musculus BALB/c yang diberi injeksi DMBA sampai terkonfirmasi kanker diberikan
terapi kombinasi ekstrak Meniran dan Kunyit dengan kelompok kontrol adalah
hewan coba sakit kanker diberi terapi cisplatin, hewan coba sakit kanker tanpa

terapi serta hewan coba sehat

4.2 Populasi dan Sampel/Subjek Penelitian

4.2.1 Populasi Penelitian

Populasi dalam penelitian ini adalah mencit BALB/c yang didapat dari

Laboratorium Hewan Coba, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi UIN

Maulana Malik Ibrahim, Malang.

4.2.2 Sampel Penelitian
Sampel dalam penelitian ini adalah mencit BALB/c yang memenuhi kriteria

inklusi, serta tidak memiliki kriteria eksklusi dan drop out.

4.2.2.1 Kriteria Inklusi

1. Mencit betina

2. Umur 6 minggu

=

3. Berat badan 220 gram

4. Mencit sehat atau aktif

NIVERSITA
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4.2.2.2 Kriteria Eksklusi

Ada kelainan anatomis

4.2.2.3 Kriteria Drop out
Mencit BALB/c mati saat penelitian dan sebelum tiba waktu pengambilan

hasil

4.2.2.4 Jumlah Sampel
Perhitungan jumlah sampel pada penelitian rancangan acak lengkap ini

menggunakan rumus sederhana (Federer,1955)

(n-1) (p-1) > 15

Dengan keterangan bahwa n adalah jumlah sampel per kelompok yang
dibutuhkan dan p adalah jumlah perlakuan. Sehingga dengan jumlah 7 perlakuan

yang telah ditentukan, didapatkan jumlah sampel sebagai berikut: -
(n-1) (7-1) > 15
(n-1) (6) > 15
(n-1)>15/6
n-1=225
nz35~4

Setelah melalui rumus tersebut, diketahui bahwa jumlah sampel yang
dibutuhkan adalah 4 mencit pada setiap perlakuan sehingga jika ada 7 perlakuan
maka dibutuhkan jumlah sebesar 28 mencit. Untuk menghindari adanya

kekurangan sampel saat analisis data yang bisa dikarenakan adanya kriteria drop
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out maka jumlah mencit ditambah sebesar 10% dari jumlah mencit pada setiap

perlakuan, sehingga jumlah total sampel yang dibutuhkan adalah 35 sampel.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah pengukuran kuantitas
CEACAM1 pada Mus musculus setiap kelompok melalui analisis data Flow

Cytometry serta gambaran histopatologi sel kanker payudara.

4.3.2 Variabel bebas
Variabel bebaspada penelitian ini adalah : — &
1. Dosis DMBA yang diberikan untuk menginduksi kanker
2. Pemberian terapi kombinasi C. longa dan P. urinaria dengan dosis

berbeda pada kelompok sakit mencit

3. Pemberian terapi Cisplatin pada kelompok kanker

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada Oktober 2020 pada di Laboratorium Struktur,
Perkembangan dan Fisiologi Hewan, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan

limu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang.

4.5 Bahan dan Alat/ Instrumen Penelitian

4.5.1 Bahan:

1. Cisplatin (terapi konvensional kanker payudara)

2. Bahan untuk induksi kanker : DMBA (senyawa karsinogenik), Minyak
jagung

3. Bahan ekstraksi herbal : Kunyit (bubuk), Meniran (bubuk), aquades
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4. Bahan pembuatan pakan hewan coba : Pakan mencit, Tepung, Air

repository.ub

5. Bahan histopatologi : Air, Xylol, Alkohol 70%, Alkohol 95%, HCL 1%,

Lithium Carbonat, Pewarna hematoxylin, Pewarna Eosin,

6. Bahan larutan sampel Flow Cytometry: PBS (phospate-buffered saline),

larutan Antibodi, pewarna fluoresens (FITC atau cyanine-5)
4.5.2 Alat
1. Flow Cytometer software BD Cellquest Pro™
2. Software SPSS versi 22.0 for Windows " ) _
3. Spuit

4. Alat ekstraksi herbal : Digital magnetic stirrer, Hot plate, Gelas kimia,

Erlenmeyer, Corong bucher. - -
5. Alat pembuatan pakan hewan coba : blender, oven.
6. Alat pembedahan : pisau bedah, handscoen, masker
7. Alat histopatologi : kaca objek, wadah, lempengan pendingin

8. Alat untuk Flow Cytometer : Pipet, Tabung Propilen

g
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4.6 Definisi Istilan/ Operasional
Tabel 4.1 Definisi Operasional
Variabel Def|n.|3| Cara Pengukuran i i
Operasional Ukur Data
DMBA Senyawa Diberikan pada mg/kg Numerik
karsinogenik mencit sebanyak BB
sebagai induksi 0.045 mg/gr BB
kanker payudara. sebagai dosis
DMBA dilarutkan tunggal lalu
dengan 0,1 ml diobservasi selama 8
_| minyak jagung lalu | minggu. 3 )
diinjeksikan secara
subkutan.
Kanker Ditentukan Dilakukan dengan - Ordinal
Payudara | berdasarkan pemeriksaan
7 histopatologi 5 hisﬁrp'étdlbgi dengan N
jaringan mammae | pewarnaan
dengan ciri-ciri hematoksilin dan
hiperproliferasi eosin perbesaran
duktus, inti sel 100x.
epitel duktus
hiperkromatik
maupun infiltrasi
stroma diantara
jaringan adiposa.
Terapi Tiap herbal di Dosis dikonversi dari | mg/gr Numerik
Meniran proses melalui dosis manusia ke BB
dan Kunyit | ekstraksi, dosis mencit
maserasi, filtrasi (500mg, 1500mg,
serta freeze-drying | 450mg, 9000mg).
sehingga hasil
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akhir menjadi Rumus konversi :
serbuk. Pemberian .
> dosis Y a@
pada mencit 60 kg kg
dilakukan secara S a™ 0081 =
kg
sonde yang _
sebelumnya x mg/kg BB (mencif
dilarutkan terlebih sehingga dosis
dahulu dengan air | untuk mencit yang
sesuai dosis pada dibutuhkan :
penelitian.
- 100 mg/kg BB =
0.1 mg/gr BB
> 3 - 300 mg/kg BB = f)
0.3 mg/gr BB
- 900 mg/kg BB =
0.9
7 - 1800 mg/kg BB =
1.8 mg/gr BB
Cisplastin | Sebagai terapi Dosis pada mencit mg/gr Numerik
konvensional diadaptasi dari dosis | BB
kanker payudara manusia sebesar 75
yang diinjeksikan mg/m?yang
secara kemudian
intraperitoneal. dikonversikan
menjadi dosis mencit
- mg/m? =Kg X
mg/kg
- 75 mg/m? = 37 x
mag/kg
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- Dosis mg/kg
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manusia = 2.02

mg/kg

- Konversi ke

dosis mencit

- 15 mg/kg BB

mencit

- 0.015 mg/gr BB

mencit
CEACAM1 | Glikoprotein Merupakan Persen | Numerik
| transmembran intepretasi grafik (%)

yang menunjukkan | hasil analisis
peningkatan pada | CEACAM1 pada
malignansi. Flow Cytometer
antar kelompok.
Protein CEACAM1
akan terdeteksi
perpendarannya
pada alat karena
berkonjugasi dengan
Cyanine-5 atau
Fluorescein
isothiocyanate
(FITC) sebagai

warna fluoresens.

4.7 Prosedur Penelitian

g

Prosedur dalam penelitian ini meliputi pemberian injeksi DMBA kepada

mencit lalu melakukan observasi. Tahap setelahnya memberikan terapi pada
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2 minggu, maka semua hewan coba dilakukan pembedahan untuk
membandingkan rerata CEACAML dari tiap kelompok yang diukur dengan alat

flow cytometry.

4.7.1 Induksi Kanker Payudara

Mus musculus dikumpulkan sesuai kriteria inklusi. Peralatan Pendukung
lainnya yakni kandang, tissue, alkohol, sekam, pakan pelet, minum dipersiapkan
sebelumnya, sehingga saat mencit tiba maka dilakukan tahap aklimatisasi.
Kandang mencit dibersihkan setiap seminggu sekali, dan pakan diberikan setiap
hari. Pakan mencit terpga} dari pelet dan tepung teLigu yang djr]aluskan dengan

blender lalu di panggang dalam bentuk lembaran sedang.

Mencit diinjeksi DMBA untuk menginduksi terbentuknya kanker payudara.
Pembuatan larutan DMBA merupakan larutan campuran antara 7,12-
Dimethylbeir;z [a] antrasena (DMBA) Ean n;}nyak jagung. Miny;';{k jagung yang
digunakan sebagai pelarut yaitu 100 ul untuk 1 mencit dan 0,045 mg DMBA untuk
1 mencit (Kerdelhué, Forest and Coumoul, 2016). Serbuk DMBA dan minyak
jagung diaduk merata di dalam botol falcon, lalu diaduk hingga tidak tersisa butiran
dan terlihat larut seluruhnya. Larutan kemudian diambil dengan syringe yang
sesuai dengan volume. Injeksi dilakukan sekali (single dose) dan ditunggu sampai
8 minggu. Injeksi dilakukan secara steril dengan terlebih dahulu menyemprot
bagian aerola dengan alcohol 70%. Injeksi dilakukan secara subkutan pada

lapisan kulit utama kemudian setelah 8 minggu dibutuhkan uji konfirmasi melalui

=

pembuatan preparat histopatologi. Pada preparat histologi kanker payudara maka
secara umum bagian duktus akan terdapat sel kanker serta batas antara jaringan

tidak dapat terlihat dengan jelas (Utami dkk., 2015).
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4.7.2 Terapi
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Besar sampel yang digunakan pada penelitian ini sebanyak 28 sampel dan
dibagi menjadi 7 kelompok. Empat kelompok induksi DMBA diberikan terapi
kombinasi C. longa dan P. urinaria dengan dosis berbeda, satu kelompok diberikan
injeksi cisplatin sebagai pembanding terapi konvensional saat ini, satu kelompok

sakit tanpa perlakuan terapi dan satu kelompok sehat (tabel 4.2).

Tabel 4.2 Perlakuan kelompok

Kelompok Keterangan

Kontrol sehat (K-) Mencit normal, sehat tanpa DMBA

Kanker Payudara (injeksi DMBA) (K+) | Mencit konfirmasi kanker payudara

Terapi cisplastin (P1) Mencit konfirmasi kanker payudara +
injeksi cisplatin dosis 0,015 mg/gr BB

Terapi kombinasi P. urinaria dan C. | Mencit konfirmasi kanker payudara +

longa (P2) injeksi kombinasi dosis 0,1 mg/gr BB

Terapi kombinasi P. urinaria dan C. | Mencit konfirmasi kanker payudara
longa (P3) injeksi kombinasi dosis 0,3 mg/gr BB

Terapi kombinasi P. urinaria dan C. | Mencit konfirmasi kanker payudara +
longa (P4) injeksi kombinasi dosis 0,9 mg/gr BB

Terapi kombinasi P. urinaria dan C. | Mencit konfirmasi kanker payudara +

longa (P5) injeksi kombinasi dosis 1,8 mg/gr BB

4.7.2.1 Herbal

Serbuk kering kunyit (Curcuma longa) dan meniran (Phyllanthus urinaria)

=

berasal dari UPT. Materia Medika Batu. Kedua serbuk tersebut kemudian

diekstraksi dengan cara maserasi (digital magnetic stirrer) menggunakan akuades
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mendidih dengan rasio 1:10 (berat/volume) selama empat jam. Larutan disaring,
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kemudian dilakukan sentrifugasi (4500 rpm selama 5 menit). Hasil filtrasi
selanjutnya disaring kembali dengan kertas saring kasar dan Whatman 0.2 um.
Hasil filtrasi kemudian dikirm ke laboratorium untuk pengeringan beku (freeze-
drying). Hasil akhir disimpan pada suhu -20°C. Penelitian ini menggunakan
perbandingan 1:1 untuk Phyllanthus urinaria dan Curcuma longa, yang selanjutnya
disebut dengan kombinasi ekstrak (Puspitarini et al., 2019). Volume dihitung
sesuai dengan berat badan mencit. Terapi kombinasi C. longa dan P. urinaria
dilakukan dengan cara sonde (oral) yakni dengan cara memasukan larutan terapi
ke dalam organ pencernaan dengan jarum sonde, dosis yang digunakan adalah
0,1 mg/gr BiBi, 0,3 mgi/ériBB, 0,9 mg/gr BB, 1,8 Eg/gr BB. Dosis didapatkan

berdasarkan perhitungan dosis konversi pada manusia.(Nair and Jacob, 2016).

4.7.2.2 Cisplatin

Cisplatin merupakan agen kemoterapi yang mekanismenya adalah
menginduksi apoptosis dan berinterferensi langsung dengan mekanisme replikasi
serta transkripsi DNA. Dosis terapi cisplatin di indonesia merujuk pada kemenkes
adalah 75mg/m? secara intravena (Kemenkes, 2015). Dengan rumus konversi
dosis maka didapatkan dosis untuk 1 mencit adalah 0.015 mg/g BB. Cisplatin
diberikan kepada hewan coba secara intraperitonial dan diinjeksi sebanyak satu

kali dalam dua hari selama 2 minggu.

4.7.3 Pengukuran Parameter

Setelah 2 minggu proses terapi, jaringan mammae dan limpa mencit akan

=

dibedah, pengorbanan dilakukan dengan cara mendislokasikan leher dan menarik
ekor secara bersamaan serta penekanan pada leher mencit sehingga mencit

dalam kondisi telah mati. Sediaan jaringan mammae akan dilanjutkan untuk
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cytometer. Pembuatan sediaan dilakukan dengan penanaman pada paraffin,
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dilakukan sebagai berikut :

1. Jaringan mammae dan limpa mencit kemudian dibedah dan
direseksi.

2. Jaringan dimasukkan sesegera mungkin (<30 menit) dalam wadah
yang berisi buffer formalin 10% dengan volume larutan minimal 5x

dari jaringan tersebut.

3.  Setelah itu sediaan direndam dalam buffer formalin 10% selama 18
S 7jam. % 3 -

4.  Jaringan yang telah difiksasi dipotong dengan ketebalan 2-3 mm.

5.  Potongan tersebut dimasukkan kedalam kaset dan ditutup.

6. Lalu masukkan kembali dalam formalin 10% buffer fosfat.

7.~ Melakukan proses dehidrasi menggunakan alkohot 70-100%

8.  Melakukan proses clearing (dengan cairan xylol)

9.  Melakukan tahap impregnansi

10. Melakukan penanaman jaringan pada paraffin dan mendinginkan

dengan lempeng pendingin.
4.7.3.1 Histopatologi
Pewarnaan histopatologi menggunakan hematoksilin eosin (H&E)

dikarenakan hematoksilin yang bersifat basa akan memberikan warna biru pada
kromatin sementara matriks seluler dan sitoplasma akan mengikat eosin yang

bersifat asam sehingga hasil akan menampakkan struktur umum dan

=

memudahkan pemeriksa untuk membedakan sel normal dengan sel yang

mengalami kelainan (Lau, 2019). Tahap dari pewarnaan histopatologi adalah

NIVERSITA
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1. Menyiapkan jaringan paraffin
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2. Memotong blok jaringan paraffin dengan microtom
3. Pita paraffin hasil pemotongan dipaparkan pada pemanas air dan
memindahkannya ke kaca objek
4. Melakukan deparaffinisasi dan rehidrasi dengan air.
5. Bilas kaca objek dengan air.
6. Memberikan pewarna hematoksilin selama 1 menit
7. Bilas dengan air keran selama 5 detik
8. Bilas dengan larutan scott’s (sodium bikarbonat 2 g, magnesium
sulfat iénhidrosis) 10 g, air 1 liter) selama 5 detik
9. Teteskan eosin selama 20 detik
10. Bilas menggunakan air keran
11. Membilas Ethanol 95% selama 10 detik
12. Membilas Ethanol 100% selama 10 detik
13. Membilas Ethanol 100% selama 10 detik
14. Meneteskan silene selama 20 detik
15. Melakukan mounting menggunakan DPX (Distyrene-Tricresyl
phosphate-Xylene)
16. Pengamatan dibawah mikroskop
4.7.3.2 Pengukuran CEACAM1 dengan Flow Cytometer
Untuk analisis CEACAM1 dilakukan dengan alat flow cytometer, dimana

tahap persiapan larutan untuk alat terdiri dari 3 tahap, yakni pengumpulan sel,

=

pewarnaan sel dan pencucian sel terakhir. Untuk pengumpulan sel, hasil homogen

jaringan setelah pembedahan dimasukan kedalam tabung propilen, kemudian
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buffer (biasanya 50 ul/10° sel). Untuk pewarnaan dilakukan sebanyak dua kali
yakni primer dan sekunder. Pewarnaan primer dilakukan dengan cara
menambahkan menambahkan antibodi yang sudah dilarutkan dengan 50 pl
larutan buffer ke dalam suspensi sel, lalu homogenkan dengan cara menaikan dan
menurunkan pipet. Dikarenakan flow cytometer menggunakan prinsip fluoresen
maka preparat di inkubasi selama 30-60 menit pada cahaya gelap. Untuk
pewarnaan sekunder, ambil 1 ml larutan pewarna buffer dan sentrifugasi pada
kecepatan 1000 RPM selama 5 menit. Setelah tampak supernatant, cuci sel dua
kali dengan 1-2 ml larutan buffer. Kemudian larutkan kembali pelet dengan 100 ul
larutan antibodi kedua dan inkubasi selama 30 menit. Untuk tahai[; pencucian final,
cuci sel dua kali dengan 1-2 ml larutan buffer. Kemudian larutan dipindah ke dalam
kuvet dan memasukannya ke dalam alat flow cytometer (Cossarizza et al ., 2019).
Hasil dari pengukuran menggunakan flow cytometry merupakan persen dari
jumlah sel yang menunjukan pewarnaan positif dan negatif dari antibodi saat

proedur pewarnaan.

4.8 Analisis Data / Pengolahan Data

Rerata CEACAM1 tiap kelompok diperoleh dari = hasil analisis
menggunakan Flow Cytometer melalui software BD Cellquest Pro™ dan dianalisis
secara statistik menggunakan software SPSS versi 22.0 for Windows. Setelah itu,
semua data dilakukan analisis untuk uji parametrik.  Untuk mengetahui data
berdistribusi normal, data yang diperoleh dianalisis melalui uji Saphiro-wilk

dikarenakan jumlah sampel dibawah 50 dan interpretasi normal jika p>0.05, untuk

=

mengetahui data yang homogen menggunakan levene test dan dikatakan

homogen jika signifikansi >0.05, untuk mengetahui tingkat variasi data dengan
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selang kepercayaan 95% (galat = 5%) dengan uji ANOVA satu arah. Data akan




.aC.l

=

NIVERSITA

repository.ub

<C
<
s
:

34

dianalisis menggunakan uji lanjutan dengan Tukey Honestly Significant Difference

untuk mengetahui beda nyata antar masing-masing kelompok perlakuan (Muhson,

2006).

4.9 Jadwal Kegiatan

Oktober 2020

Keterangan kegiatan Minggu | Minggu | Minggu | Minggu
1 2 8 4
Mencit tiba di laboratorium dan
Aklimatisasi
Injeksi DMBA
Observasi pasca injeksi DMBA
Tabel 4.3 Jadwal Kegiatan Oktober
November 2020
Keterangan kegiatan Minggu | Minggu | Minggu | Minggu
1 2 3 4

Observasi pasca injeksi DMBA

Tabel 4.4 Jadwal Kegiatan November
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Keterangan kegiatan Minggu | Minggu | Minggu | Minggu

1 2 3 4

Observasi pasca injeksi DMBA

Pembedahan awal untuk konfirmasi

kanker

Pembuatan ekstrak kombinasi C.

longa dan P. urinaria

Terapi kombinasi dan terapi

cisplatin

Pembedahan akhir untuk
histopatologi (jaringan mammae)

dan analisis data flow cytometry

(limpa)

Tabel 4.5 Jadwal Kegiatan Desember
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4.10 Alur penelitian

SAMPEL
30 Mus musculus dengan kriteria :
. 220 gram

. 6 minggu
. Betina
INDUKSI DMBA

. DMBA dilarutkan dengan minyak

jagung
EI . Injeksi DMBA subkutan pada bagian

aerola mammae (0,045mg/gr BB)

. Dilakukan observasi selama 8 minggu

| Histopatologi mammae untuk konfirmasi kanker payudara

I
PERLAKUAN
Terapi kombinasi P. urinaria + C. longa

¥ 3 v -
DMBA DMBA DMBA DMBA
Kontrol Induksi DI\Q_BA + + + +
Negatif DMBA . ) DOSIS DOSIS DOSIS DOsIS
Ciplastin 1 2 3 4
| | ‘ | |
v v
| Limpa | | Mammae |
v -
| Flow Cytometer | | Histopatologi |

v
CEACAM1

Gambar 4.1 Diagram alur penelitian
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Gambaran Histopatologi Jaringan Mammae

Kelompok hewan coba yang disiapkan untuk preparat histopatologi adalah
kelompok sehat dan induksi DMBA. Setelah pemberian injeksi DMBA disekitar
aerola mamae, kelompok tersebut dilakukan pengamatan selama 8 minggu
sampai terlihat perlukaan di sekitar aerola mammae. Hewan coba lalu dibedah dan
jaringan mammae yang telah direseksi dikirim ke Lab Kessima Medika Malang
untuk tahap pewarnaan. Teknik pewarnaan menggunakan Hematoksilin-Eosin

(H&E). Hasil preparat histologi ditunjukan pada gambar berikut.
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Gambar 5.1 Gambaran histologi-jaringan aerola mammae dengan-pewarnaan
Hematoksilin-Eosin pada semua kelompok (H&E Perbesaran 100x).

Keterangan : A: Kontrol Negatif; B: Induksi DMBA; C: DMBA+Cisplatin; D: DMBA+D1; E:
DMBA+D2; F: DMBA+D3; G: DMBA+D4. DM: Duktus mammae, SS: sel stroma, SA: sel
adiposa

Pada gambar 5.1 kelompok kontrol negatif (gambar A) menunjukkan
gambaran duktus yang tampak normal dikelilingi oleh adiposa dengan sedikit
jaringan stroma diantaranya. Pada kelompok induksi DMBA (gambar B) ditemukan
susunan jaringan adiposa yang merenggang, kompaosisi stroma lebih
mendominasi karena telah diinfiltrasi oleh sel karsinoma. Setelah diberikan terapi
baik cisplatin maupun herbal, terjadi perubahan struktur adiposa. Pada kelompok
cisplatin susunan adiposa tampak seperti susunan adiposa pada kontrol negatif.
Pada kelompok terapi kombinasi herbal (gambar D-G) secara umum menunjukkan

pengurangan komposisi stroma jika dibandingkan kelompok DMBA.



39

5.1.2 Hasil Flow Cytometry

<
(9=
S =
. |
——
S
o
-
"
o
e
ad
P

Setelah hasil histopatologi mencit dikonfirmasi mengarah pada kanker,
perlakuan kepada setiap kelompok dilanjutkan. Kelompok DMBA+Cisplatin
mendapatkan cisplatin dosis 0.015 mg/bb, kelompok DMBA-+kombinasi herbal
mendapatkan 4 dosis yang berbeda, yakni 0.1 mg/gr BB, 0.3 mg/gr BB, 0.9 mg/gr
BB, 1.8 mg/gr BB, sementara kelompok sehat dan DMBA dilakukan observasi.
Setelah dilakukan perlakuan pada semua kelompok selama 2 minggu, mencit

dibedah lalu jaringan spleen direseksi untuk analisa flow cytometry.

r— T %y T 1 *r T
A Kontrol i DMBA i DMBA+
Negatif 2 (54.8%) 3| Cisplatin
(36.4%) i (37.2%)
s | s |

DMBA+D2 1 DMBA-D3

(31.5%) (25.5%)

DMBA+DI
(37%)

DMBA+D4
(39.6%)

>

CD66a

Gambar 5.2 Rerata Ekspresi CEACAML1 jaringan mammae pada semua kelompok
yang ditampilkan melalui hasil analisa Software BD Cellquest. (Hasil

pada setiap kelompok terdiri dari 4 kuadran).

Hasil analisa diperoleh melalui software BD cellquest dengan metode

g

gatting dan bentuk kuadran (Gambar 5.2). Empat kuadran yang ditampilkan

software terdiri dari kuadran kanan atas, kuadran kanan bawah, kuadran kiri atas
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dan kuadran kiri bawah. Presentase ekspresi marker diperoleh dari kuadran kanan
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atas dan kuadran kanan bawah. Seluruh data kemudian diolah kembali dan
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ditampilkan menjadi tabel dan bagan sebagai berikut.

Tabel 5.1 Rerata presentase ekspresi CEACAM1

Perlakuan Rerata (%) + SD
Kontrol Negatif 36.4+3.81
DMBA 54.84+8.54
DMBA+Cisplatin 37.246:36
DMBA+D1 37+1.95
DMBA+D?2 31.5+2.43
DMBA+D3 25.5+11.2
DMBA+D4 39.6+12.65

Gambar 5.3 menunjukan bahwa presentase rerata ekspresi CEACAM1
(CD66a’IL2) pada kelompok induksi DMBA (54.8+8.54%) lebih tinggi daripada
kelompok sehat (36.4+3.81%). Setelah kelompok cisplatin dan kombinasi herbal
mengalami perlakuan, rerata presentase ekspresi CEACAM1 (CD66a’lL2) turun
lebih rendah menjadi 37.216.36% (DMBA+Cisplatin), 37£1.95% (DMBA+D1),
31.5+2.43% (DMBA+D2), 25.5+11.2% (DMBA+D3), 39.6+12.65% (DMBA+DA4)

dibandingkan kelompok DMBA (54.8+8.54%)

120.0
a
__ 1000 ab
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E 0.0
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o 3 € N
2 é Kelompok Perlakuan
‘Y Gambar 5.3 Grafik rerata presentase ekspresi CEACAM1
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5.2 Analisis Data

repository.ub

Analisis data menggunakan aplikasi SPSS versi 26.0. Dengan taraf
kepercayaan 95% (a = 0,05), data yang dianalisis adalah rerata presentase
ekspresi CEACAM1 pada semua kelompok dari hasil Flow Cytometry. Analisa data

menggunakan uji normalitas, uji homogenitas, uji komparasi serta uji beda nyata.

5.2.1 Hasil Uji Normalitas dan Uji Homogenitas
Uji normalitas bertujuan untuk melihat persebaran data, sementara uji
homogenitas bertujuan untuk melihat variansi yang ada pada data. Uji normalitas

menggunaqu metodeisfhgpiro-WiIk karena jumlah dj\ta kurangﬂari 50.

Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas dan Uji Homogenitas

3 Uji Shapiro- Uji
Perlakuan Pl < Wilk Homogenitas
sD p - value p - value
Kontrol Negatif 36.4+3.81 0.769
DMBA 54.848.54 0.373
DMBA+Cisplatin | 37-216.36 0.393
DMBA+D1 37£1.95 0.972 0.139
DMBA+D2 31.5+2.43 0.681
DMBA+D3 25.5%11.2 0.589
DMBA+D4 39.6£12.65 0.943

Tabel 5.2 menunjukkan persebaran seluruh data normal karena nilai
signifikansi memenuhi syarat (p>0,05). Uji homogenitas menunjukkan nilai 0,139

(p>0,05) sehingga seluruh data homogen.

5.2.2 Hasil Uji Komparasi

Uji komparasi menggunakan One-Way Annova. Uiji ini bertujuan untuk

=

mengetahui perbedaan rerata ekspresi CEACAM1 pada semua kelompok

perlakuan. Data dianggap signifikan apabila p-value < 0,05.
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=% =
== Uji One-Way Annova
Perlakuan Rerata (%) + SD p— value
Kontrol Negatif 36.41+3.81
DMBA 54.848.54
DMBA+Cisplatin 37.246.36
DMBA+D1 37£1.95 0.014
DMBA+D2 31.5+2.43
DMBA+D3 25.5+11.2
DMBA+D4 39.61£12.65

Keterangan Tabel: p < 0.05 = Signifikan

Tabel 5.3 menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0.014 (p < 0.05), sehingga

dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada rerata ekspresi

CEACAM1 antar kelompok.

5.2.3 Hasil Uji Post Hoc Tukey

Untuk mengetahui perbedaan yang signifikan antara kelompok tertentu,
maka dilanjutkan dengan Uji Post Hoc Tukey. Perbedaan notasi menunjukkan
perbedaan hasil yang berbeda nyata di antara kedua perlakuan. Dari gambar 5.3
dapat disimpulkan bahwa rerata ekspresi CEACAM1 pada perlakuan DMBA+D3
dan DMBA+D2 menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan perlakuan DMBA
karena memiliki notasi yang sepenuhnya berbeda. Sementara pada perlakuan
Kontrol negatif, Dosis 1 (DMBA+D1), Cisplatin (DMBA+Cisplatin) dan Dosis 4
(DMBA+D4 ) memiliki notasi yang sama sehingga rerata ekspresi CEACAML1 tidak

memiliki perbedaan yang signifikan.
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi meniran
(Phyllanthus urinaria) dan kunyit (Curcuma longa) terhadap kanker payudara. Hal-
hal yang dilihat dari penelitian ini adalah histopatologi dan analisis dari rerata
ekspresi marker kanker payudara. Ekstrak kombinasi herbal diberikan setelah
kelompok induksi DMBA teridentifikasi kanker payudara melalui histopatologi.
Dalam patofisiologi kanker, antioksidan memiliki peran sebagai penangkal radikal
bebas. Radikal bebas adalah senyawa yang berkontribusi dalam kerusakan DNA
sel, sehingga terjadi inisiasi serta proliferasi sel normal menjadi sel kanker. Pada
meniran senyawa antioksidan yang sudah ditemukan antara lain alkaloid,
flavonoid, saponin, steroid, tannin, dan fenolik (Higea, 2015), sementara pada

kunyit terdapat kurkumin, karotenoid serta flavonoid (Septiana dan Simanjuntak,

2015).

Pada penelitian ini kombinasi Curcuma longa dan Phyllanthus urinaria
diberikan secara sonde (oral) dengan perbandingan herbal tiap dosis adalah 1:1.
Dosis yang digunakan adalah 0,1 mg/grBB, 0,3 mg/grBB, 0,9 mg/grBB, 1,8
mg/grBB. Peneliti menggunakan dosis tersebut karena berdasarkan penelitian
sebelumnya rentang dosis tersebut dapat menimbulkan apoptosis terhadap sel

kanker payudara (Puspitarini et al., 2019).

6.1 Gambaran Histopatologi Jaringan Mammae

=

Pada hasil histopatologi, kelompok kontrol negatif memiliki susunan

struktur adiposa teratur, sementara pada kelompok induksi DMBA menunjukan
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yang mendominasi. Hasil ini menunjukkan proses invasif yang dilakukan oleh
DMBA sehingga terjadi perubahan gambaran umum pada jaringan adiposa.
Struktur jaringan mammae terdiri dari epitel dan stromal yang saling terhubung
oleh ekstraseluler matriks. Kerusakan pada struktur tersebut dapat menyebabkan
inisiasi dari kanker. Stroma mammae terdiri dari adiposa, fibroblast, pembuluh, sel
inflamasi dan sel lainnya yang berperan dalam siklus perkembangan jaringan.
Meskipun lapisan epithel memiliki potensi tumorigenic paling besar, Stroma
mammae juga memiliki peran dalam mendukung pertumbuhan tumor (Conklin and

Keely, 2012).

DMBA merupakan senyawa lipofilik sehingga dapat dengan mudah
berkonsentrasi pada epitel payudara yang berdampingan dengan jaringan
adiposa. Setelah teraktivasi secara metabolik menjadi senyawa karsinogen,
DMBA menyebabkan mutasi, substitusidan adduksi pada rantaiam DNA sel normal
sehingga menyebabkan proses malignansi (Kerdelhué, Forest and Coumoul,
2016). Pada penelitian sebelumnya juga didapatkan perubahan struktur adiposa
jaringan payudara menjadi lebih renggang dan terinfiltrasi stroma pasca injeksi
DMBA selama 6 minggu pada BALB/c dibandingkan dengan kelompok normal

(Tran, 2018).

Setelah diberikan perlakuan cisplatin dan kombinasi herbal, secara umum
terlihat pengurangan infiltrasi stroma pada jaringan adiposa. Pada kelompok

cisplatin tampak hasil histopatologi yang mirip seperti kelompok negatif, hal ini

=

dikarenakan sebagai terapi konvensional kanker payudara, cisplatin dapat
memberikan efek sitotoksik pada sel kanker melalui hambatan pada sintesis DNA

(Aldossary, 2019). Pada kelompok perlakuan kombinasi herbal, tampak reduksi
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dikarenakan aktivitas antikanker pada senyawa aktif masing-masing herbal.
Meniran dapat menghambat metastasis sel karsinoma payudara melalui jalur
kinase terkait sinyal ekstraseluler dan hipoksia (Puspita and Alhebshi, 2019).
Sementara senyawa kurkumin pada kunyit dapat menghambat Tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) yang berfungsi menginisiasi sel tumor (Qadir, Naqgvi and
Muhammad, 2016). Temuan lain dari histopatologi perlakuan kombinasi herbal
adalah terlihat masih adanya infiltrasi stroma maupun fibroblas pada jaringan
adiposa dikarenakan senyawa herbal memiliki banyak faktor yang mempengaruhi
hasil pengobatan secara farmakokinetik maupun farmakodinamiknya. Baik
kurkumin (seiniyawa aktiifikl;nyit) maupun coraligin (seﬁyawa aktifirﬁeniran) memiliki
bioavailabilitas yang rendah sehingga dapat mengurangi efikasi pengobatan

(Bonam et al., 2018).

6.2 Ekspresi CEACAM1 S 1T -

Pada hasil flow cytometry, persentase rerata ekspresi CEACAM1
(CD66a’IL2) pada kelompok induksi DMBA (54.8+8.54%) lebih tinggi daripada
kelompok sehat (36.4+3.81%). Hasil ini menunjukkan adanya reaksi pada sel
karena -injeksi DMBA menyebabkan inisiasi sel menjadi ganas diikuti dengan
kenaikan CEACAM1 yang berada di permukaan sel. Hal ini sejalan dengan
penelitian lain yang menunjukkan peningkatan ekspresi CEACAML1 subtipe long-
tail (CEACAM1-L) pada stadium akhir melanoma, Non-small cell lung cancer
(NSCLS), kanker kolorektal, tiroid dan gaster (Calinescu et al., 2018). Namun

untuk membedakan subtipe CEACAM1 perlu dilakukan pembuktian lebih lanjut

=

dengan melihat hasil isolasi RNA melalui uji in vitro. Penelitian ini melihat

CEACAM1 sebagai CEACAM1-L dengan sifat pro-tumor karena terdapat
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penurunan pada makrofag yang mensekresikan IL-6 pada kelompok DMBA
dibandingkan kontrol negatif. Makrofag yang mensekresikan IL-6 ini berfungsi
sebagai anti-tumor, sehingga penurunan jumlah ini akan menunjukkan

progresivitas kanker (Chen et al., 2018)

Protein CEACAM1 ditemukan pada epitel normal traktus gastrointestinal,
kelenjar prostat, endotel, permukaan sel imun dan jaringan normal lainnya,
sehingga peningkatan atau penurunan yang signifikan CEACAM1 ditemukan
berkorelasi pada malignansi (Kim et al., 2019). CEACAM1 atau CD66a memiliki
peran gande} galam rqulfasi tumor. Penyambungani alternatif yang terjadi pada
CEACAM1 menghasilkan 2 subtipe, yakni Long (-L) dan Short (-S) tail yang
memiliki perbedaan pada tipe domain intraseluler. Keduanya memiliki
kecenderungan ekspresi yang berkebalikan. CEACAM1-L memiliki lebih banyak
Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory  motifs (ITIMs) pada intraseluler yang
dapat menghambat aktivasi Sel T dalam fungsinya mengeliminasi sel kanker
sehingga CEACAM1-L dapat disebut sebagai pro-tumor (Dankner et al., 2017).
Sedangkan pada CEACAML1-S tidak memiliki ITIMs, sehingga memiliki
kecenderungan mendukung aktivasi Sel T dalam fungsinya mengeliminasi sel
kanker. Peningkatan ekspresi CEACAM1-S ditemukan pada jaringan kanker
payudara dengan derajat histologi rendah, ukuran tumor yang kecil dan kelompok
yang tidak bermetastasis atau jinak (Yang et al., 2017). Pada penelitian lain,
CEACAM1-S dapat mengembalikan morfogenik sel kanker payudara ke fenotip sel

normal sehingga dapat disimpulkan CEACAM1-S sebagai anti-tumor (Calinescu

=

et al., 2018)

Setelah kelompok cisplatin dan kombinasi herbal mengalami perlakuan,
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rerata ekspresi CEACAM1 turun lebih rendah menjadi 37.2+6.36%
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(DMBA+Cisplatin), 37£1.95% (DMBA+D1), 31.5+2.43% (DMBA+D2), 25.5+11.2%
(DMBA+D3), 39.6+12.65% (DMBA+D4). Hasil ini menunjukkan timbulnya reaksi
pada sel kanker akibat aktivitas seluler yang dilakukan oleh tiap perlakuan
sehingga terjadi penurunan rerata ekspresi CEACAML1. Pada perlakuan cisplatin
(DMBA+Cisplatin) terjadi penurunan rerata ekspresi CEACAM1 dikarenakan
cisplatin dapat berikatan dengan DNA genomik (gDNA) dan DNA mitokondria
(mtDNA) sehingga menimbulkan lesi DNA, memblokir produksi protein dan
hambatan seluler lainnya yang menyebabkan nekrosis dan apoptosis sel (Ghosh,

2019).

Pada perlakuan kombinasi herbal terjadi penurunan rerata ekspresi
CEACAM1 dibandingkan kelompok induksi kanker dapat terjadi karena aktivitas
senyawa aktif herbal yang berperan sebagai antioksidan terhadap sel kanker
(Bonam et -al., 2018). Corilagim sebagai salah satu senyawa aktif meniran
(Phyllanthus urinaria) diketahui mampu menekan pertumbuhan kanker payudara
melalui mekanisme apoptosis dan autofagi terkait spesi oksigen reaktif (ROS)
(Gupta et al., 2019). Sedangkan kunyit (Curcuma longa) mengandung senyawa
aktif kurkumin yang menunjukkan efek antiproliferatif melalui penurunan NF-kB
(Tomeh, Hadianamrei and Zhao, 2019). Kombinasi dari senyawa aktif pada
masing-masing herbal dapat menciptakan efek yang lebih besar daripada
diberikan sebagai monoterapi karena tiap senyawa aktif dapat berikatan pada
target yang berbeda pada sel kanker sehingga dapat meningkatkan laju

pengobatan (kematian sel kanker) (Hu et al., 2016). Hasil yang sama juga

=

ditunjukkan pada penelitian lain yakni adanya peningkatan apoptosis sel T47D

(pro-tumor) pasca pengobatan kombinasi Curcuma longa dan Phyllanthus urinaria
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pada BALB/c yang menjadi model kanker payudara (Puspitarini et al., 2019).
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Dalam penelitian lain juga disebutkan bahwa kombinasi kunyit dan meniran dapat
mensupresi TNF-a dan IFN-y yang meningkat sebagai respon imun pada organ
limfoid pasca induksi DMBA hewan coba model kanker payudara (Hermanto et al.,

2020).

Berdasarkan hasil analisis didapatkan penurunan rerata ekspresi
CEACAM1 yang signifikan terjadi pada kombinasi dosis 2 (31.5+2.43%) dan dosis
3 (25.5+11.2%) dibandingkan kelompok induksi DMBA (54.8+8.54%). Sementara
pada kelompok dosis pertama (37+1.95%) dan keempat (39.6+12.65%)
menunjukkapi penurunan yang tidak signifikan lerhadap !«?Iompok DMBA
(54.8+8.54%). Kondisi dimana terjadi respon pada target pada dosis rendah dan
menunjukkan efek inhibisi pada dosis tinggi disebut sebagai hormesis atau respon
dosis bifasik. Senyawa aktif herbal yang berfungsi sebagai antioksidan sering
menimbulkan respon hormesis dimana terjadi stimulasi respons dan efek yang
bermanfaat pada dosis rendah namun menimbulkan efek inhibisi dan toksik pada
dosis tinggi. Adapun efek maksimum yang ditimbulkan dari dosis tersebut hanya
dapat mencapai 30-60% dibandingkan grup kontrol. Respons yang toksik pada
dosis tinggi dapat disebabkan oleh respon adaptif stress yang melibatkan
Nrf2/Keapl, NF-kB, sirtuin serta jalur sinyaling protein kinase (Wang et al., 2018).
Sebuah studi tentang kanker menyebutkan bahwa kurkumin pada dosis rendah
menunjukkan fungsi sebagai antioksidan yang kuat, dosis intermediet berfungsi
sebagai induksi autofagi, dan dosis tinggi menimbulkan kematian sel (Rainey et

al., 2015). Sementara studi lainnya menunjukkan bahwa konsentrasi kurkumin 15

=

uM mampu mengaktivasi HO-1 (Heme oxygenase-1) yang berfungsi sebagai

proteksi pada sel renal sementara dosis lebih tinggi (diatas 30 uM) tidak efektif
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(Moghaddam et al., 2019).
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6.3 Keterbatasan Penelitian

Keterbatasan penelitian ini adalah terdapat mencit yang mati pada saat
penelitian sehingga mengurangi data yang direncanakan saat awal dan
mengurangi keberagaman data. Selain itu terdapat faktor pada mencit yang tidak
dapat dikontrol seperti pakan sehari-hari-mencit tidak selalu habis yang dapat
dikarenakan stress lingkungan. Perencanaan awal untuk DMBA adalah 6 minggu,
namun pada penelitian ini kejadian kanker baru dapat diidentifikasi setelah 8

minggu, sehingga dapat mempengaruhi keparahan dari penyakit kanker.
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PENUTUP

7.1 Kesimpulan

berikut;

1.

Kesimpulan yang dapat diambil pada penelitian ini adalah sebagai

Terdapat aktivitas antikanker yang ditemukan pada mencit BALB/c
kelompok perlakuan cisplatin maupun kelompok kombinasi ekstrak P.
urinaria dan C. longa yang dilihat melalui hasil histopatologi dimana terjadi
reduksi dari infiltrasi stroma pada jaringan adiposa dibandingkan dengan
kelompok induksi DMBA.

Kombinasi ekstrak P. urinaria dan C. longa dapat menurunkan rerata
ekspresi CEACAM1 secara signifikan pada dosis kedua (0.3 mg/grBB) dan
dosié ketiga (0.9 mg/g?BB) Ei’bénaingkan kelompok 7i;1duksi DMBA.
Sementara pada dosis pertama (0.1 mg/grBB) dan dosis keempat (1.8
mg/grBB) penurunan rerata ekspresi CEACAML1 tidak signifikan secara

statistik.

7.2 Saran

Saran yang dapat diusulkan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Perlu dilakukan penelitian secara molekuler dalam hal menentukan profil
DNA dari CEACAM1 sehingga bisa menentukan subtipe secara spesifik
yang bisa mempengaruhi evaluasi perkembangan penyakit.

Perlu dilakukan penelitian tentang uji toksisitas kombinasi ekstrak P.
urinaria dan C. longa

Perlu dilakukan penelitian lain mengenai efek dari kombinasi P. urinaria

dan C. longa dengan model kanker selain kanker payudara
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Lampiran 1. Dokumentasi penelitian

Luka pada bagian mammae pasca
induksi DMBA
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= Lampiran 3. Hasil statistik
S
Deskripsi Data
Descriptives
CD66a+1L2
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation Error Bound Bound  Minimum Maximum
Kontrol Negatif 3 36,3667 3,82797 2,21008 26,8575 45,8759 32,30 39,90
DMBA 3 54,8333 8,50431 4,90997 33,7074 75,9592 45,20 61,30
DMBA+Cisplatin 3 37,2000 6,36946 3,67741 21,3774 53,0226 32,30 44,40
DMBA+D1 3 36,9667 1,95021 1,12596 32,1221 41,8113 35,00 38,90
DMBA+D2 3 31,5333 2,43379 1,40515 25,4875 37,5792 28,90 33,70
DMBA+D3 3 25,1667 11,20907 6,47156 -2,6782 53,0115 15,60 37,50
DMBA+D4 3 39,1667 12,65557 7,30669 7,7285 70,6048 26,30 51,60
Total 21 37,3190 10,77788 2,35193 32,4130 42,2251 15,60 61,30

a. Uji Normalitas
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Kelompok Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
CD66a+IL2 Kontrol Negatif ,222 3 ,985 3 , 769
DMBA ,312 3 ,896 3 ,373
DMBA+Cisplatin ,308 3 ,902 3 ,393
DMBA+D1 177 3 1,000 3 ,972
DMBA+D2 ,243 3 ,972 3 ,681
DMBA+D3 ,264 3 ,954 3 ,589
DMBA+D4 ,180 3 ,999 3 ,943
< a. Lilliefors Significance Correction
P b. Hasil Uji Homogenitas
ot
== Test of Homogeneity of Variances
2 g Levene Statistic dfl df2 Sig.
> é CD66a+IL2  Based on Mean 1,970 6 14 139
: o Based on Median ,867 6 14 ,542
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=
(=B Based on Median and with ,867 6 8,128 ,556
= adjusted df
Based on trimmed mean 1,886 6 14 ,154
c. Uji One-Way
ANOVA
CD66a+IL2
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1477,092 6 246,182 4,073 ,014
Within Groups 846,160 14 60,440
Total 2323,252 20
d. Uji Post Hoc Tukey
Perlakuan-1 Perlakuan 2 p- o Keterangan
% B S value 2
Kontrol Negatif DMBA ,120 0,05 Tidak signifikan
DMBA-+Cisplatin 1,000 -~ 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 1,000 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D2 ,985 0,05 Tidak signifikan
. DMBA+D3 ' - 589 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D4 ,999 0,05 Tidak signifikan
DMBA Kontrol Negatif ,120 0,05 Tidak signifikan
DMBA+Cisplatin ~ ,149 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 ,140 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D?2 ,032 0,05 Signifikan
DMBA+D3 ,005 0,05 Signifikan
DMBA+D4 242 0,05 Tidak signifikan
DMBA+Cisplatin — Kontrol Negatif 1,000 0,05  Tidak signifikan
DMBA ,149 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 1,000 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D2 ,968 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D3 ;513 0,05 Tidak signifikan
§ DMBA+D4 1,000 0,05 Tidak signifikan
< DMBA+D1 Kontrol Negatif 1,000 0,05 Tidak signifikan
S DMBA 140 0,05  Tidak signifikan
?g DMBA+Cisplatin 1,000 0,05 Tidak signifikan
Eé DMBA+D2 974 0,05  Tidak signifikan
- DMBA+D3 534 0,05 Tidak signifikan
>~ DMBA+D4 1,000 0,05  Tidak signifikan




o
£2
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>
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o
o
.?,,_ DMBA+D2 Kontrol Negatif ,985 0,05 Tidak signifikan
= DMBA 032 0,05  Signifikan
DMBA+Cisplatin - ,968 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 974 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D3 ,945 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D4 ,882 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D3 Kontrol Negatif ,589 0,05 Tidak signifikan
DMBA ,005 0,05 Signifikan
DMBA+Cisplatin ~ ,513 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 534 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D?2 ,945 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D4 ,351 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D4 Kontrol Negatif ,999 0,05  Tidak signifikan
- DMBA 242 0,05 Tidak signifikan
DMBA+Cisplatin. 1,000 * 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D1 1,000 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D2 ,882 0,05 Tidak signifikan
DMBA+D3 ,351 0,05 Tidak signifikan
CD66a+IL2
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05
Kelompok Perlakuan N 1 2
DMBA+D3 3 25,1667 b
DMBA+D2 3 31,5333 b
Kontrol Negatif 3 36,3667 ab 36,3667 ab
DMBA+D1 3 36,9667 ab 36,9667 ab
< DMBA+Cisplatin 3 37,2000 ab 37,2000 ab
E DMBA+D4 3 39,1667 ab 39,1667 ab
2 i,
g — DMBA 3 54,8333 a
o 3 Sig. 351 120
: é Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Se0

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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