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ABSTRACT

Meniran (Phyllanthus niruri Linn.) has been used as an immunostimulant and
sirih (Piper betle Linn.) was known to have an antiseptic effect through an inhibition
of glycosylation mechanism. Based on their properties, expossure of combination of A
meniran extract and sirih extract to tumor cells will influence the viability of the
malignant cells. The study was carried out to study the viability of tumor cells
differentiation of C3H-mice adenocarcinoma mammae which was exposed to a
combination of meniran extract and sirih extract through the activity of mononuclear-

cells.

This laboratory-experimental studies was designed as the “post test-only
control group™ wsing cultured tumor cells. All samples were divided into nine-
treatment groups consisted of three different treatment. The first group was a control-
group (TK+MoK), the second group were four single-expossured treatment groups
(TK+MoMe(m), TK+MoMe(sm), Tsi(m)+MoK, Tsi(sm)+MoK), and the third group
were four combination-expossured treatment groups (Tsi(m)+MoMe(m),
Tsi(m)+MoMe(sm), Tsi(sm)+MoMe(m), Tsi(sm)+MoMe(sm)). Afier 18 hours of
incubation, the viability of tumor cells was counted using trypan blue exclution-
method. The difference of the viability of tumor cells among the groups was analized

using SPSS 10.01 for Windows prograim.

It was shown in this study that there were significant difference on the
viability of tumor cells between the single-expossured treatment groups and the
control-group, the combination-expossured treatment groups and the single-
expossured treatment groups, and between the combination-expossured treatment

groups and the control-groups.

It can be concluded that the combination of meniran extract and sirih extract

significantly decreases the viability of tumor cells.

Keywords: meniran extract, sirih extract, viability of tumor cells
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ABSTRAK

Meniran (Phyilanthus niruri Linn.) dikenal sebagai tumbuhan yang berkhasiat
imunostimulansia dan sirih (Piper betle Linn.) dikenal berkhasiat antiseptik melalui
proses penghambatan glikosilasi. Berdasarkan khasiatnya, pemaparan kombinasi ekstrak
meniran dan ekstrak sirih diharapkan dapat memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel
tumor. Penelitian ini berusaha membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor pada
sel tumor adenocarcinomua mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak
meniran dan ekstrak sirih dan yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih secara
tunggal maupun yang tidak dipapar ekstrak, melalui aktivitas sel mononukiear yang
berperan sebagai efektor sel imun.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan rancangan
The Post Test-Only Control Group Design yang menggunakan sel tumor yang dikultur
dalam sumuran sebagai objek penelitian. Sampel dikelompokkan menjadi 9 kelompok
perlakuan yang terdiri dar 3 kelompok jenis perlakuan yaitu kelompok perlakuan kontrol
(TK+MoK), kelompok perlakuan pemaparan tunggal (TK+MoMe(m), TK+MoMe(sm),
Tsi(m).JrMoK, Tsi(sm)+MoK), dan kelompok perlaknan pemaparan kombinasi
(Tsi(m)+*MoMe(m), Tsi(m)*MoMe(sm), Tsi(sm}+MoMe(m), Tsi(sm)+MoMe(sm}).
Setelah diinkubasi selama 18 jam, viabilitas sel tumor dihitung menggunakan metode
eksklusi #rypan blue. Kemudian dilakukan uji beda pada ke-9 kelompok perlakuan dan
antar kelompok perlakuan menggunakan program SPSS 10.01 for Windows.

Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang
bermakna antara kelompok perlakuan pemaparan tunggal dibandingkan dengan
kelompok kontrol, adanya perbedaan viabilitas sel tumdr yang bermakna antara
kelompok perlakuan pemaparan kombinasi dengan kelompok pemaparan tunggal, dan
adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna antara kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi dengan kelompok kontrol. Sehingga dapat disimpulkan bahwa

pemaparan kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih dapat menurunkan viabilitas sel

" tumor secara lebih bermakna.

Kata Kunci: ekstrak meniran, ekstrak sirih, viabilitas sel tumor




1.1

BAB 1

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Tumor ganas tumbuh dalam keadaan yang tidak terkontrol, bersifat
invasiv terhadap jaringan normal, dan sering mengalami metastasis ke jaringan
yang jauh dari asalnya. Secara umum, sel tumor ganas merupakan derivasi satu
atau sedikit sel normal yang mengalami transformasi keganasan. Perilaku
pertumbuhan yang abnormal dari tumor ganas merupakan cerminan dari ekspresi
gen yang mengalami mutasi keganasan atau gangguan ekspresi gen yang normal.
Selain kekacavan genetik pengaturan pembelahan, proliferasi dan kematian sel
tumor, teorl menurunnya respon imun inang terhadap sel tumor menjadi dasar
berkembangnya penelitian-penelitian respon imun anti-tumor selanjutnya.

Secara teoritis, sel-sel yang mengalami transformasi keganasan akan
diserang oleh sistem imun tubuh (imunosurveilans) sebelum sempat tumbuh
menjadi tumor, atau dibunuh setelah tumbuh menjadi sel tamor. Di lain pihak,
sel-sel ganas mempunyai kemampuan menekan respon imun inang terhadap sel-
sel ganas tersebut, sehingga sel-sel ganas dapat bertumbuh-kembang dan
bermetastasis ke organ lain. Imunosurveilans menjadi faktor yang sangat penting
terhadap gagalnya pertumbuhan dan penyebaran sel-sel ganas, sehingga upaya
meningkatkan respon imun terus dikembangkan dalam penanganan penyakit
keganasan. Namun imunosurveilans terhadap tumor sering kali tidak efektif

terutama pada individu yang mengalami imunokompromis. Di lain pihak, sel

s . . PR .- . A . T R




tumor mempunyal kemampuan meloloskan diri dari pengawasan imun tubuh.
Proses lolosnya sel tumor dari pengawasan sistem imun (fwmor escape)
kemungkinan dapat disebabkan oleh beberapa mekanisme, salah satunya adalah
terlindungnya antigen tumor dari imunosurveilans oleh molekul glycocalyx seperti
sialic acid yang mengandung mukopolisakarida yang disebut sic/lomucin compléx
(SMC). -

Adenocarcinoma mammae, suatu tumor sekretoris, mempunyai SMC yang

bersifat rigid pada permukaan selnya. Sifat rigid SMC ini timbul sebagai akibat

ekspresi berlebihan sialic acid dalam proses glikosilasi protein. Bangunan rigid -

im secara efektif membentuk halangan yang menghambat fungsi komponen-
komponen permukaan sel, termasuk antigen tumor yang disajikan oleh MHC
kelas 1 sekaligus menghalangi proses pengenalan sistem imun terhadap antigen
permukaan sel tumor. Hal ini menjadi salah satu alasan lolosnya sel tumor
adenocarcinoma mammae dart imunosurveilans yang mengakibatkan cepatnya
pertumbuhan dan penyebaran sel tumor jenis ini. Menurut angka statistik di
Amenka tahun 1996, insidensi tumor ganas (kanker) payudara paling banyak
terjadi pada wanita (31%), sedangkan menurut jenis kematian yang disebabkan
oleh kanker, kanker payudara menempati urutan kedua terbanyak penyebab
kematian (17%) setelah kanker paru (25%). Sedangkan di Semarang pada kurun
waktu tahun 1994 sampai dengan 1998, tumor ganas payudara menempati urutan
kedua terbanyak setelah tumor serviks uteri. " * *° Fakta ini juga menunjukkan
bahwa terapi tumor ganas, khususnya tumor ganas payudara, sampai saat ini

masih kurang memuaskan.
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Tumbuhan obat, sebagai kekayaan alam yang belum digali dan
dikembangkan secara mendalam, masih sangat terbuka untuk diteliti dan
dikembangkan untuk menyempurnakan pemanfaatannya sebagai bahan alami
berkhasiat. Tumbuhan sirih (Piper betle Linn.) adalah jenis tumbuhan yang
banyak tumbuh dan mudah didapatkan di daerah tropis seperti Indonesia.
Pemanfaatan sirih, khususnya daun sirih, sudah sangat populer di masyarakat.
Salah satu manfaat daun sirih yang telah banyak diteliti dan dikembangkan adalah

sebagai antiseptik atau antibakteri. Kandungan fenol alam dalam minyak atsiri

yang banyak terdapat dalam daun sirih terbukti berkhasiat antiseptik atau-

antibakteri. Beberapa jenis bakteri, terutama kokus seperti Streptococcus mutans,
Streptococcus  viridans,  Streptococcus  alfa,  Staphylococcus — aureus,
Pneumococcus sp. dan Gaseous gangrena dapat dihambat pertumbuhannya oleh
ekstrak daun sirih. ¢ Polifenol yang terkandung dalam teh hijau terbukti
menghambat pertumbuhan Streptococcus sobrinus dengan menghambat enzim
glucosyltransferase I (GTase-Ty yang berperan dalam proses glikosilasi protein.’
Fenol alam lain yang terdapat dalam biji coklat juga terbukti menghambgt
glucosyltransferase pada Streptococcus mutans MIS148R dan Sireptococcus
sobrinus 6715.%°

Sebanyak 60% - 80% kandungan minyak atsiri daun sirih adalah terdiri
dari fenilpropana (alilbrenkatekin), sehingga sangat mungkin apabila efek
hambatan proses glikosilasi ekstrak daun sirih diperankan oleh fenol alam ini. 10

Overekspresi dalam proses glikosilasi protein pada sel adenocarcinoma mammae

akan menghasilkan mucin (musin) yang yang bersifat rigid pada permukaan sel
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schingga dapat menghambat pengenalan antigen tumor oleh sel-sel imun.
Pemberian ekstrak sirth pada sel tumor diharapkan akan mengurangi overekspresi

sialomusin, sehingga ekspresi sialomusin yang rigid dapat dikurangi. Pada

akhirnya, pengenalan sel-sel imunosurveilans (sel mononuklear) terhadap antigen

tumor yang terlindung selubung sialomusin menjadi lebih efektif,
Eliminasi sel-sel yang menyajikan antigen asing seperti sel tumor, sangat
tergantung kepada sistem imun yang adekuat. Sel-sel mononuklear, seperti

makrofag, limfosit T, limfosit B dan sel NK, adalah sel-sel imun yang berperan

utama dalam proses pengenalan sampai dengan proses efektor (pembunuhan) sel

tumor. Tumbuhan meniran (Phyllanthus niruri Linn) telah diteliti efeknya
terhadap fungsi dan aktivitas imun, baik imun non-spesifik maupun imun spesifik.
Secara umuxﬁ, fungsi dan aktivitas sistem imun, baik non-spesifik maupun
spesifik, meningkat, sehingga meniran dianggap mempunyai efek
imunostimulansia. Secara khusus, pengaruh ekstrak meniran akan meﬁingkatkan
sitotoksisitas sel NK terhadap sel target S49 (Mouse Lymphosarcoma). 10
Penelitian terhadap tumbuhan yang berkhastat obat saat ini sangat menarik
untuk dikembangkan karena selain belum banyak diteliti dan dikembangkan
manfaatnya secara mendalam, penelitian terhadap efek dari kombinasi dua atau
lebih tumbuhan obat untuk mendapatkan efek yang sinergis juga merupakan
pemikiran baru dalam meningkatkan efektivitas yang diharapkan. Meniran dan
sirih menarik untuk diteliti karena kedua tumbuhan ini banyak dijumpai tumbuh
di alam Indonesia, dikenalnya pemakaian kedua tanaman ini secara luas di

masyarakat sebagai bahan alami berkhasiat dan telah dilakukannya penelitian-
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1.3.

penelitian mengenai kandungan dan efek kedua tanaman ini sehingga kombix{asi
keduanya diharapkan dapat menghasilkan efek menurunkan viabilitas sel tumor.
Peningkatan respon imun sel mononuklear terhadap sel tumor oleh ekstrak
meniran dan terurainya halangan rigid sialomusin pada permukaan sel tumor oleh
ekstrak sirih, diharapkan akan menjadi suatu kombinasi yang mempunyai
interaksi sinergis untuk menurunkan viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel-sel
efektor imun, khususnya sel mononuklear. Penelitian ini merupakan

pengembangan hasil-hasil penelitian tumbuhan meniran dan sirih sebelumnya

yang akan diarahkan untuk membuktikan apakah efek imunostimulasi terhadap .

sel mononuklear oleh meniran dan berkurangnya ekspresi sialomusin pada
permukaan sel tumor adenocarcinoma mammae oleh sirih dapat menurunkan

viabilitas sel tumor.
Rumusan Masalah

Apakah ada perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran
dan ekstrak sirih apabila dibandingkan dengan yang dipapari ekstrak meniran atau
ekstrak sirih secara tunggal dan yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak

sirih?
Orisinalitas Penelitian

Kebanyakan penelitian mengenai efektivitas tumbuhan meniran dan sirih

berkisar pada masalah pengaruh masing-masing ekstrak pada hewan coba.

et e o e e e e e e
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14.1.

Meniran terbukti meningkatkan respon imun baik seluler maupun humoral
sehingga banyak digunakan sebagai imunostimulansia sebagai ajuvan pengobatan
untuk meningkatkan daya tahan tubuh, sedangkan sirih mempunyai kemampuan
menghambat proses glikosilasi protein dan banyak digunakan sebagai antiseptik.
Penelitian ini menawarkan suatu pemikiran baru untuk mengkombinasikan kedua
ekstrak tersebut untuk menimbulkan efek anti-tumor, yaitu untuk menekan
viabilitas sel tumor. Pemikiran ini timbul dari konsep pengobatan terhadap tumor,
yaitu dengan meningkatkan respon imun, khususnya imunitas-seluler untuk
melawan sel tumor yang telah dihambat proses glikosilasi proteinnya sehingga
antigen permukaan sel tumor yang terlindung kompleks sialomusin dapat terpapar
secara lebih efektif. Efektifitas kombinasi kedua ekstrak diharapkan dapat
memunculkan suatu formulasi baru yang cukup efektif untuk membunuh sel

tumor.

Tujuan

Tujuan Umum

Membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran
dan ekstrak sirih dibandingkan dengan yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak

sirth secara tunggal dan yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirth.
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Tujuan Khusus

Membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang dipapari ekstrak - sirih dibandingkan dengan sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang tidak dipapari ekstrak sirih.
Membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang dipapari ekstrak meniran dibandingkan dengan sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang tidak dipapari ekstrak meniran.
Membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran
dan ekstrak sirih dibandingkan dengan sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja.

Membuktikan adanya perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinast ekstrak meniran
dan ekstrak sirih dibandingkan dengan sel tumor adenocarcinoma mammae

mencit C3H yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih.

1.5. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat:

Menunjang program pemerintah dalam upaya mengembangkan pengobatan dan
obat tradisional di masa yang akan datang,

Mendukung dan melengkapi data ilmiah obat tradisional yang menunjukkan
bahwa kombinasi ekstrak menifan dan ekstrak sirih dapat meningkatkan derajat

kematian sel tumor adenocarcinoma mammae, sehingga meniran dan sinh dapat




dikembangkan lebih lanjut = dalam pengelolaan keganasan, khususnya
adenocarcinoma mammae, setidaknya sebagai terapi ajuvan,

Mendukung upaya untuk meningkatkan status pemakaian tanaman obat meniran
dan sirih, dari bersifat empirik tradisional menjadi bersifat iimiah terapan sebagai

formuia kombinasi, dalam pemanfaatannya sebagai bahan alami yang berkhasiat.




2.1.

2.1.1.

BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Imunitas Terhadap Tumeor

Antigen Tumor

Meskipun berasal dari jaringan yang dikenal sebagai “diri sendiri” (self),

tumor lebih cenderung mengekspresikan molekul yang dikenali oleh sistem imun

sebagat “bukan diri sendiri” (ron-seff). Pertumbuhan tumor berasal dari

akumulasi mutasi gen, disregulasi ekspresi gen yang menyebabkan produksi
protein yang tidak mengalami mutasi tidak diekspresikan secara normal, dan
transformasi onkogenik virus, yang produknya dapatvdikenali sebagai non-self
oleh limfosit B dan limfosit T. Hal ini disebabkan karena molekul tersebut tidak
pernah diekspresikan dalam bentuk self sebelum pertumbuhan tumor, atau
diekspresikan dalam kadar relatif rendah , sehingga tidak menimbulkan self-
tolerance, Produk mutasi atau disregulasi gen ini dapat menyebabkan sintesis
abnermal molekul-molekul non-protein, seperti karbohidrat dan lipid, sehingga
dapat dikenali oleh sel B sebagai antigen tumor. Protein permukaan yang
abnormal menjadi sasaran bagi efektor sistem imun lainnya seperti sel Natural
Killer (sel NK). Antigen tersebut diekspresikan secara berbeda dengan sel normal
maupun antara sel tumor. '

Berdasarkan bentuk ekspresinya, secara umum antigen tumor dapat
dikelompokkan menjadi dua jenis, yaitu tumor-specific antigen (TSA) dan tumor-

associated antigen (TAA). TSA adalah antigen yang diekspresikan oleh sel tumor
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dan tidak diekspresikan oleh sel normal. TSA menimbulkan respon imun karena
dianggap asing oleh inang. TSA hanya diekspresikan oleh satu atau sedikit klon

tumor yang mencerminkan mutasi yang khas untuk tumor itu sendiri. Sedangkan

TAA adalah antigen yang diekspresikan sama seperti pada sel normal inang dan

terbatas atau tidak terbatas pada jaringan asal tumor. Meskipun TAA dapat
menimbulkan respon imun inang, oleh karena sifat self-tolerance-nya, TAA lebih
cenderung untuk tidak menimbulkan respon imun inang. "

MHC kelas I secara khusus menyajikan peptida yang berasal dari protein

sitosolik pada semua sel berinti. Sel tumor mengekspresikan protein yang tidak .

diekspresikan oleh sel normal atau mengekspresikan bentuk mutasi dari protein
normal. Protein tersebut disajikan oleh MHC kelas 1 pada permukaan sel tumor,
dan dikenali sebagai protein asing oleh limfosit CD8-, Dalam hal ini, tumor
berperan sebagai antigen-presenting cell (APC) yang menyajikan antigennya
sendiri. Protein yang dihasilkan oleh sel tumor tersebut juga dilepaskan dari sel
tumor dan ditangkap oleh APC profesional melalui proses endositosis. APC
profesional akan mengolah dan menyajikan protein tersebut menjadi peptida
melalui jalur MHC kelas II menuju ke permukaan sel. Peptida yang disajikan
akan dikenali oleh limfosit T helper (Th) CD4-, dan kemudian akan memicu
respon imun selanjutnya. -2

Beberapa jenis antigen tumor lain yang dapat dikenali oleh antibodi adalah
antigen onkofetal dan antigen yang berasal dari glikolipid dan glikoprotein yang
berubah, Antigen onkofetal, secara normal diekspresikan pada jaringan yang

sedang tumbuh dan tidak diekspresikan pada jaringan dewasa. Sel tumor
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mengekspresikan antigen onkofetal melalui mekanisme depresi gen yang belum
diketahui secara jelas. Antigen onkofetal dapat dianggap sebagai penanda dalam
diagnosis tumor. Sifat antigen onkofetal ini adalah non-antigenik pada inang
karena dickspresikan sebagai protein self selama pertumbuhan. Ada dua antigen
onkofetal yang telah banyak diketahui, yaitu carcinoembryonic antigen (CEA)
dan alphafetoprotein (AFP). Dalam keadaan normal, ekspresi CEA yang tinggi
terbatas pada usus, pénkreas, dan liver selama dua trimester pertama kehamilan,

dan menurun pada mukosa kolon dewasa dan jaringan payudara menyusui.

Ekspresi CEA yang berlebihan, ditunjukkan dengan kadar serum yang sangat

tinggi, terjadi pada karsinoma kolon, pankreas, gaster, dan payudara. Kegunaan
CEA sebagai marker diagnostik kanker, terbatas oleh kenyataan, bahwa kadar
serum CFEA dapat meningkat pada keadaan penyakit non-neoplastik, seperti
kondisi inflamasi kronik usus besar atau liver. Sedangkan kadar serum AFP yang
meningkat dapat dijumpai pada keadaan karsinoma hepatoseluler, tumor sel
germinativum, atau pada keadaan rekurensi tumor-tumor tersebut setelah
pengobatan, Nilai dignostik AFF sebagai marker tumor mempunyai keterbatasan
oleh karena kadar serum AFF juga meningkat pada keadaan non-neoplastik,

seperti sirosis hepatis. %!

Antigen yang Berasal dari Glikolipid dan Glikopretein yang Berubah

Sebagian besar tumor, baik dalam tubuh manusia maupun dalam
eksperimen, menunjukkan bentuk glikolipid atau glikoprotein permukaan yang

abnormal, disamping kadarnya yang tinggi. Beberapa diantara glikolipid dan

e e e L B
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glikoprotein abnormal tersebut adalah gangliosid, antigen golongan darah, dan
musin. Abnormalitas yang terjadi di sini adalah karena adanya perubahan dalam
penambahan urutan molekul karbohidrat pada inti molekul protein atau lipid.
Perubahan tersebut nampaknya turut berperan dalam sifat invasif dan metastatik
tumor. Pada sel adenocarcinoma mammae, salah satu glikoprotein tersebut, yaitu
musin, diekspresikan secara berlebihan. Musin adalah suatu proteoglikan dengan
berat molekul tinggi yang mengandung sejumlah O-linked carbohydrate side

chains pada inti polipeptidanya. Oleh karena strukturnya yang kompleks tersebut,

musin pada sel tumor menjadi bersifat anti genik. Disregulasi ekspresi enzim yang

mensintesis rantai samping karbohidrat tersebut menyebabkan musin menjadi
relatif  bersifat sebagai epitop tumor spesifik, baik pada rantai samping
karbohidrat itu sendiri maupun pada inti polipeptidanya. Beberapa jenis musin
dapat menjadi penanda diagnostik, seperti halnya MUCI yang diekspresikan oleh
adenocarcinoma mammae. Tidak seperti musin lainnya, MUCI Iherupakan
protein membran integral yang dalam keadaan normal diekspresikan hanya pada
permukaan apikal epitel duktal payudara. Posisinya yang khas tersebut
menjadikan MUCI relatif terasing dari sistem imun tubuh. Pada keadaan
neoplastik, molekul tersebut terekspresi dalam keadaan tidak terpolarisasi serta
mengandung banyak karbohidrat spesifik tumor dan epitop peptida yang baru,
Epitop peptida ini dapat membangkitkan respon imun dari antibodi maupun sel
limfosit T. Oleh karenanya, epitop peptida ini juga telah dikembangkan sebagai

vaksin anti-tumor, > !!
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2.1.3. Mekanisme Efektor Imunitas Anti-tumor

Baik respon imun humoral maupun seluler terhadap antigen tumor, dapat
dilihat secara in vivo maupun in vitro. Peningkatan‘ fungsi efektor imun terhadap
tumor, saat ini menjadi perhatian para ahli untuk mengembangkan terapi terhadap
tumor melalui jalur yang lebih spesifik. Efektor-efektor imunitas yang berperan
sebagai anti-tumor di sini adalah limfosit T, sel NK, makrofag, dan antibodi, !+ !

Sel limfosit, khususnya Cyrotoxic T Lymphocyte (CTL), merupakan

imunitas anti-tumor yang cukup efektif secara in vivo ', maupun secara in vitro. -

Fungsi pembunuhan sel tumor oleh efektor sistem imun terutama diperankan oleh

CTL CD8+ dengan mekanisme yang sama dengan sitotoksik pada sel yang
terinfeksi virus. Meskipun limfosit T CD4+ bukan merupakan sel sitotoksik
langsung, secara tidak langsung limfosit T CD4+ berperan dalam produksi
sitokin yang meningkatkan aktifitas CTL. Tumor Necrosis Factor (TNF) dan
Interferon Gamma (IFN-y ) adalah beberapa di antara sitokin yang mengaktivasi
CTL dengan meningkatkan ekspresi molekul MHC kelas I dalam menyajikan
antigen dan meningkatkan sensitivitas lisis sel tumor terhadap CTL. Sel tumor
juga dapat mengaktivasi limfosit T CD4 melalui presentasi antigen tumor oleh
MHC kelas [T APC profesional setelah mélalui proses internalisasi protein dari sel
tumor yang mati maupun yang difagositosis oleh APC profesional. -2

Tahap-tahap proses sitolisis sel tumor oleh CTL sama dengan sitolisis
pada sel yang terinfeksi virus. Ada lima tahap sitolisis oleh CTL, yaitu: |

1. Tahap pengenalan antigen dan pembentukan ikatan CTL dengan sel tumor.
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2. Tahap aktivasi CTL. Pada tahap ini, CTL dapat diaktivasi melalui pengikatan
pre-CTL CD8+ langsung terhadap sel tumor untuk kemudian teraktivasi dan
diaktivasi oleh sitokin-sitokin yang sesuai yang dihasilkan oleh APC
profesional dan limfosit T CD4+, atau pengikatan pre-CTL CD8+ terhadap
APC yang sudah teraktivasi untuk kemudian teraktivasi dan diaktivasi oleh
sitokin—_sitokin yang sesuai yang dihasilkan oleh APC profesional dan pre-
CTL CD8+ itu sendiri.

3. Tahap pelepasan molekul /ethal hit oleh CTL CD8+ kepada sel tumor yang
diikatnya. Molekul lethal hit ini adalah semacam granul yang dinamakan'
perforin granzyme-mediated.

4. Tahap pelepasan/detachment CTL dari sel tumor yang diikatnya.

5. Tahap terjadinya program kematian sel tumor akibat efek molekul lethal hit
melalui kombinasi proses apoptosis dan lisis osmotik.

Efekior respon imun anti-tumor seluler lainnya adalah sel NK. Sel NK
merupakan efektor respon imun umum maupun spesifik yang dapat diaktivasi
melalui pengenalan langsung maupun melalui aktivasi dari sitokin yang
diproduksi oleh limfosit T spesifik tumor. Secara in vitro, sel NK dapat melisis sel
tumor hematopoietik yang dikultur. Kemampuan melisis sel tumor tersebut
menjadi ukuran aktivitas sitotoksik sel NK. Sel NK secara in vitro tidak melisis
sel normal oleh karena adanya reseptor inhibitor sel NK yang berikatan dengan
antigen yang disajikan oleh MHC kelas I sel normal. Sebaliknya, pada sel yang
terinfeksi virus atau sel tumor, reseptor inhibitor tersebut tidak berikatan dengan

antigen yang dipresentasikan oleh MHC kelas II sel yang terinfeksi virus atau sel
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tumor tersebut. Terjadinya down-regulation MHC pada sel tumor, memungkinkan
sel tumor lolos dari sitolisis CTL, tapi sel sel tumor tersebut akan menjadi target
yang baik untuk sel NK. Aktivitas tumorisidal sel NK dapat ditingkatkan oleh
beberapa jenis sitokin, seperti IFN, TNF, interleukin-2 (IL-2), dan interleukin-12
(IL-12), sehingga aktivitas tumorisidal tergantung pada stimulasi aktivitas sel T
dan makrofag yang memproduksi sitokin-sitokin tersebut. IL-12 dapat
mengaktivasi sel NK menjadi Lymphokine Activated Killer (LAK) yang secara in
vitro dapat ditunjukkan oleh kultur sel darah tepi atau limfosit yang menginfiltrasi
tumor yang diberi IL-12. "

Makrofag berperan sebagai mediator seluler imunitas anti-tumor yang
penting, Secara in vitro, makrofag yang teraktivasi ikut berperan dalam melisis sel
tumor, tapi tidak melisis sel normal. Mekanisme killing sel tumornya sama
dengan yang terjadi pada killing sel yang terinfeksi, yaitu dengan melepaskan
enzim lisosomal, metabolit oksigen reaktif, dan, pada tikus, nitric oiide (NO).
Makrofag teraktivasi juga memproduksi TNF, yaitu suatu sitokin yang
mempunyai peranan penting dalam membunuh sel tumor. Makrofag maupun TNF
membunuh sel tumor secara lambat, yaitu antara 24 jam sampai dengan 48 jam.
Pada umumnya, tumor yang resisten terhadap TNF juga akan resisten terhadap
makrofag. !

TNF dapat membunuh sel tumor secara ‘langsung maupun tidak langsung.
Secara langsung, TNF berikatan kuat dengan reseptor permukaan sel tumor dan
kemudian mengaktivasi jalur kematian sel tumor, sebagaimana induksi kematian

sel oleh ligan Fus yang berikatan dengan Fuas. Setelah berikatan, TNF memacu
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pelepasan radikal bebas yang bersifat sitotoksik. Sel yang normal tidak akan
terbunuh oleh TNF karena sel normal dapat memproduksi enzim superoxide
dismutase yang dapat menginaktivasi radikal bebas, sedangkan sel tumor tidak
memproduksinya. Efek sitotoksik TNF secara langsung dapat berupa disrupsi
protein sitoskeletal dan/atau disertai pembentukan gap junction. Secara tidak
langsung, TNF dapat menginduksi trombosis pada pembuluh darah tumor,
sehingga vaskularisasi tumor terganggu dengan sendirinya akan membunuh sel
tumor. !

Jika dibandingkan dengan sel T, antibodi kurang berperan penting dalam
respon imun anti-tumor. Belum ada penjelasan yang memuaskan mengenai peran
antibodi dalam respon humoral terhadap pertumbuhan dan perkembangan sel
tumor. Potensi antibodi sebagai mediator respon imun yang diperantarai antibodi
terhadap tumor dibuktikan secara in vifro, yaitu berperan dalam aktivasi
komplemen atau sitotoksik seluler yang tergantung pada antibodi di mana
makrofag yang mempunyai reseptor Fc atau sel NK memperantarai proses

pembunuhan sel tumor. !
Mekanisme Lolosnya Sel Tumor dari Imunosurveilans

Meskipun sel tumor ganas mengekspresikan antigen protein yang dikenal

- sebagai “asing” oleh sistem imun inang, dan meskipun pengawasan sistem imun

(imunosurveilans) dapat membatasi progresifitas pertumbuhan tumor, tidak ada
jaminan terjadinya pertumbuhan tumor ganas yang mematikan. Hal ini mungkin

disebabkan oleh pertumbuhan dan penyebaran sel tumor yang sangat cepat dan
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tidak terkendali serta kemampuan sel tumor meloloskan diri dari imunosurveilans.
Beberapa mekanisme mungkin mendésari proses (umor escape tersebut, Pertama,
yaitu terjadinya down-regulation ekspresi MHC kelas I beserta molekul ko-
stimulator pada sel tumor sehingga kompleks antigen peptida dan molekul MHC
kelas 1 tidak terbentuk. Keadaan ini biasanya terjadi pada sel tumor yang
recurrent dan tidal:( terjadi pada sel tumor parental. * Kedua, sel tumor yang
mengekspresikan  kompleks antigen peptida-MHC kelas 1 tidak dapat

mengaktivasi CTL karena sel tumor tidak dapat mengekspresikan molekul MHC

kelas 11, sel Th CD4+ spesifik tumor tidak dapat langsung diaktivkan. Selain itu,

kurangnya ko-stimulator, seperti B7-1 dan B7-2, pada sel tumor juga
menyebabkan gagalnya aktivasi CTL. Ketiga, beberapa produk tumor bersifat
imunosupresan.  Transforming growth factor-f (TGF-f)yang diproduksi
berlebihan oleh sel tumor dapat menyebabkan turunnya fungsi limfosit dan
makrofag. IL-10 juga dapat menyebabkan turunnya fungsi makrofag Keempat,
terjadinya toleransi terhadap antigen tumor. Kelima, aktivitas imunitas anti-tumor
dapat menyebabkan terjadinya beberapa sel tumor mutan yang tidak cukup
mengekspresikan  kompleks peptida-MHC imunogenik. Keenam, terjadinya
modulasi antigenik, dimana ekspresi permukaan antigen tumor hilang. Proses
modulasi antigenik terjadi karena adanya endositosis atau pelepasan kompleks
antigen-antibodi. Ketujuh, adanya fenomena sneaking through, dimana sel tumer
dapat terus berkembang dalam konsentrasi yang sedikit tapi terus-menerus

sehingga tidak cukup menstimulasi reaksi penolakan oleh sistem imun. '+
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Kedelapan, terjadinya antigen masking, di mana antigen permukaan sel
tumor dapat tersembunyi dari pengawasan sistem imun oleh molekul glycocalyx,
seperti sialic acid yang rﬁengandung mukopolisakarida. Sel tumor, seperti
adenocarcinoma, mengekspresikan molekul glycocalyx ini secara berlebihan
dibandingkan dengan sel normal. Selain glycocalyx, sel tumor juga mengaktivasi
sistem koagulasi yang menyebabkan ekspresi molekul fibrin yang berlebihan.
Antigen tumor juga dapat tersembunyi dari sistem imun akibat lapisan fibrin yang

berlebihan pada permukaan sel tumor, %!

Proses Glikosilasi

Proses glikosilasi yang terkait N (N-liﬁked glycosylation) dijumpai pada
hampir semua sel eukariot dan yeas, tetapi tidak terjadi pada sel prokariot. *
Protein yang baru saja disintesis di mRNA akan mengalami modifikasi di dalam
retikulum endoplasma (RE). Modifikasi oligosakarida yang terkait N (N-linked
oligosaccharides) dapat menghasilkan high mannose oligosaccharides dan
kompleks oligosakarida. High mannose oligosaccharides tidak mempunyai
tambahan gula baru di dalam kompleks golgi. Oligosakarida yang original hanya
mengandung dua N-acetyiglucosamine (GlcNAc) dan beberapa residu mannose
saja. Berbeda dengan kompleks oligosakarida, oligosakarida original dapat
mengandung lebih dari dua GlcNAc, yaitu dengan adanya penambahan galacrose
dan residu sialic acid, dan pada beberapa kasus fucose. > ' Sialic acid
merupakan molekul yang istimewa, oleh karena merupakan satu-satunya gula

dalam glikoprotein yang mengandung muatan negatif, '
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Sesual dengan urutan signal, protein akan mengalami pelipataﬁ, kemudian
terbentuk ikatan disulfida, dan beberapa protein akan mengalami glikosilasi.
Protein yang mengalami glikosilasi, atau glikoprotein, pada umumnya terkait
dengan oligosakaridanya wmelalui residu asparagine (Asn).  N-linked
oligosaccharides yang telah termodifikasi bermacam-macam jenisnya, akan tetapi
jalur pembentukannya umumnya sama pada tahap awalnya. Pada tahap awal, 14

residu inti oligosakarida dibentuk melalui jalur tertentu, kemudian akan ditransfer

oleh suatu enzim transferase dari molekul dolichol phosphate donor kepada residu |

Asn. Enzim transferase bekerja pada permukaan luminal RE, sehingga tidak dapat‘
mengkatalisis protein sitosol. Setelah ditransfer, inti oligosakatida mengalami
pemangkasan dan penambahan protein tertentu melalui jalur yang berbeda-beda,
akan tetapi inti pentasakrida yang berasal .dari 14 residu oligosakarida tetap
dipertahankan. Beberapa antibiotika bekerja pada satu atau lebih tahap dalam
proses penguraian glikosilasi protein ini. Salah satu contoh yang paling kiasik
adalah tunicamycin yang mempunyai struktur sebagai Uridine Diphosphate-N-
acetylglucosamine (UDP-GlcNAc). Tunicamycin bekerja sebagai inhibitor pada
tahap awal glikosilasi. ' Polifenol yang banyak terkandung dalam bahan-bahan
alami seperti daun sirih dan daun teh hijau juga terbukti menghambat enzim
Glucosyltransferase (GT-ase). Enzim GT-ase berfungsi mengkatalisis proses
penambahan molekul gula pada proses modifikasi protein di retikulum
endoplasma (RE). > 17 '8

Pada tahap selanjutnya, protein yang sudah mengalami modifikasi akan

dikirim ke barbagai tujuan dalam sel. Protein akan dikirimkan ke kompleks golgi
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melalui vesikel transport. Di dalam kompleks golgi, N-linked oligosaccharides
akan mengalami penambahan oligosakarida yang terkait O (O-linked
oligosaccharides) dan akan mengalami modifikasi selanjutnya. Kemudian protein
diurutkan dan dikirimkan ke tujuan akhimya. Di dalam kompleks golgi, 'proses
penguraian protein yang akan disekresi ke membran plasma atau dikirimkan ke
lisosom akan dibedakan antar protein struktural dengan protein pembawa urutan
signal yang dilepas dalam lumen RE. Keberadaan struktur tiga dimensi Aydrolase,
yaitu suatu enzim yang mengkatalisis proses transport ke lisosom, di kompleks
golgi, dikenali oleh enzim phosphotransferase yang mengkatalisis fosforilasi
residu mannose tertentu pada oligosakarida. Keberadaan satu atau lebih residu
mannose 6-phosphate pada N-linked oligosaccharides-nya ini merupakan signal
struktural yang akan mengirim protein ke lisosom. '> '

Protein reseptor pada membran kompleks golgi akan mengenali signal dari
mannose G-phosphate dan akan mengikat hydrolase. Kemudian vesikel yang
membawa kompleks reseptor-Avdrolase ini akan menuju sisi frans kompleks
golgi dan membentuk vestikel sorting. Di dalam vesikel sorting ini, kompleks
reseptor-fvdrolase akan terurai oleh pH yang rendah dan enzim phosphatase
mengkatalisis pelepasan kelompok fosfat dari residu mannose 6-phosphate.
Setelah itu, reseptor akan didaur ulang menuju kompleks golgi dan vesikel
transport akan membawa hydroluse meninggalkan vesikel sorfing menuju

lisosom, ‘> ¢
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Gambar 1. Modifikasi protein di retikulum endoplasma

Gambar 2. Perjalanan proses glikosilasi protein
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Proses glikosilasi berperan besar dalam membantu mengarahkan proses
transport protein, oleh karena satu atau lebih N-linked oligosaccharides terdapat
pada sebagian besar protein yang melalui RE dan kompleks golgi. Tetapi
walaﬁpun di dalam RE protein tidak mengalami pelipatan secara benar tar;pa
oligosakarida normalnya, protein-protein tersebut tetap dapat berfungsi secara
normal tanpa proses glikosilasi.

Rantai gula dalam oligosakarida mempunyai sifat yang kurang fleksibel,

bahkan pada molekul kecil N-linked oligosaccharides-nya, sehingga membatasi

pendekatan dan attachment makromolekul lain terhadap permukaan glikoprotein.

Oligosakarida juga menyebabkan glikoprotein relatif resisten terhadap pencernaan
oleh enzim protease, sehingga dapat menjadi lapisan pelindung bagi sel eukariot.
Tidak seperti rigiditas lapisan dinding sel bakteri, oligosakarida memberikan sifat
yang lentur kepada sel eukariot untuk bebas bergerak dan berubah bentuk.
Dengan memodifikasi rantai gulanya, oligosakarida dapat menjadi molekul
protein permukaan sel, seperti selectin, yang berperan dalam proses adhesi antar

sel. 16
Ekspresi Glikoprotein pada Adenocarcinoma

Adenocarcinoma, atau tumor epitel sekretoris, mempunyai kompleks
sialomucin (SMC) pada permukaan selnya. SMC merupakan kompleks
sialoglikoprotein heterodimerik yang besar dan terdiri dari sub-unit mucin
sialoglycoprotein-1 ascites dan sub-unit transmembran sialoglycoprotein-2

i4

ascites. SMC mengandung sejumiah besar molekul hasil glikosilasi yang
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menyimpang dalam membran plasmanya, dengan panjang 200 — 500 nm, yang
bersifat rigid dan membentuk payung di superfisial seluruh komponen permukaan
sel. Bangunan rigid ini secara efektif membentuk halangan yang cukup kuat dan
dapat menghambat fungsi komponen-komponen permukaan sel termasuk antigen
yang dipresentasikan oleh MHC kelas 1. * ' # Molekul yang membentuk
bangunan rigid tersebut adalah suate musin yang disebut MUCI. MUCI
merupakan urutan pertama dari 10 seri musin dengan urutan tandem berulang

(MUCI - 4, MUC5a, MUC5Sb, MUC6 — 9 ). *' Terdapat perbiedaan ekspresi gen

musin pada epitel gaster manusia yang normal, preneoplastik dan neoplastik.

Epitel neoplastik menuhjukkan peningkatan ekspresi mRNA MUC!I, MUC2,
MUC3 dan MUC4 dengan penurunan ekspresi mRNA MUCS dan MUCG. ?* Pada
adenocarcinoma, MUCI dilepaskan dari membran plasma dalam jumlah yang
berlebihan, Ekspresi berlebihan ini disebabkan oleh penyimpangan proses
glikosilasi glikoprotein yang terjadi akibat mutasi gen MUCI. Proses elongasi
rantai samping karbohidrat diakhiri lebih dini dengan penambahan terminal sialic
acid akibat meningkatnya ckspresi sialyliransferase dan menurunnya ekspresi
GalNac (Galactose N-acetylglucosamine) transferase. » |

Ekspresi sialomusin yang berlebihan ini merupakan barier yang cukup
efektif terhadap serangan imun tubuh. Akhir-akhir ini diketahui bahwa lapisan
tebal yang terdiri dari molekul berat musin ilasil glikosilasi memegang peranan
penting dalam mekanisme lolosnya sel tumor dari pengawasan imun tubuh. 1,3, 14
Sama halnya dengan N-linked glycocylation lainnya, pembentukan SMC dapat

dihambat oleh agent inhibitor glikosilasi seperti tunicamycin. SMC sebenarnya

o e g e+
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juga mengandung beberapa epitop yang dapat dikenali oleh sistem imun, akan
tetapi ekspresi sialoglikoprotein, CD43 pada sel hematopoietik, yang berlebil;lan
dan bersifat rigid, menghambat proses pengenalan epitop permukaan sel tumor
oleh sistem imun terutama CTL (limfosit T CD8), '*%>242%26.27. 28,2930 \g51efn)
sialic acid yang terdapat dalam SMC juga berperan dalam resistensi terhadap
komplemen pada Trypanosoma cruzi trypomastigotes. >' Penghambatan N-linked
glycocylation oleh inhibitor glikosilasi juga dapat menyebabkan kematian
langsung pada sel tumor ganas melalui mekanisme apoptosis yang diinduksi oleh

turunnya jumlah reseptor insulin-like growth factor. 33

Adenocarcinoma Mammae Mencit

Beberapa klasifikasi tumor payudara mencit pernah dibuat, antara lain
klasifikasi oleh Apolant dan klasifikasi oleh Dunn. Kalsifikasi histologik tumor
payudara oleh Dunn mempunyai beberapa keunggulan dalam kesederhanaan dan
aplikasi analisis tipe histologik pada beberapa strain inbred.

Penampakan kasar dari tumor payudara mencit adalah bulat-oval, atau

bernodul dengan batas yang cukup tegas. Biasanya berwarna keabuan, konsistensi

lunak, dan seringkali mengandung kista berisi darah dengan area sentral nekrosis.
adenocarcinoma tipe A tersusun dari asinus kecil, atau tubulus yang dibatasi oleh
lapisan tunggal atau sel epitel kuboid kecil. Jaringan mengalami diferensiasi yang

baik dan menunjukkan fokus aktivitas sekretorik.
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Tabel 1. Klasifikasi Dunn untuk tumor payudara mencit
(Diambil dari: Murphy ED, Characteristic Tumor’s. Dalam: Eunice U (eds).
Biology of the Laboratory Mouse. 2" ed. New York: McGraw-Hill, Inc. 1966: 521)

Histological type
Type A | 1ypical mammary tumor, mammary adenoma,
mammary (umor of basic acinar structure,
alveolar carcinoma, small tubular carcinoma,
Adenocarcinoma microtubular carcinoma
Type B | Variable tumor, papillary cystadenocarcinoma,
carcinoma simplex, intratubular carcinoma
Type C | Fibroadenoma, adenofibroma
Keratinized mammary tumor, adenosquamous
Adenoacanthoma carcinoma, adenocancroid, mammary ftumor
with squamous metaplasia
Carcinosarcoma Carcinoma with spindle cell formation,
anaplastic carcinoma, mixed tumor
Sarcoma Fibrosarcoma
Miscellaneous -

Tipe A adalah tipe tumor adenccarcinoma mammae yang khas pada

mencit strain C3H. Adenocarcinoma tipe B menunjukkan ciri bentuk epitel

glanduler, beberapa diantaranya tampak pada tumor tunggal. Area tipe A juga

ditemukan pada tipe B, seperti kista yang berisi darah atau cairan bening, tonjolan

papiler infrakistik, serabut dan

tubulus yang ireguler, dan gambaran sel yang

solid. Jumlah stromanya bervariasi. Adenocarcinoma tipe C terdiri dari kista

multipel dengan ukuran yang bevariasi dibatasi oleh lapisan tunggal sel epitel

kuboid vyang dikelilingi lapisan sel spindel. Stroma jaringan penghubung

biasanya tampak edematus. Tipe ini seringkali dijumpai pada tikus yang sangat

tua, 3




2.5.

2.5.1.

26

Fungsi dan Pertﬁmbuhan Subset Sel T helper (Th)

Subset Th1 dan Subset Th2

Istilah Tht (sel T Aelper tipe 1) dan Th2 (sel 7 helper tipe 2) merujuk pada
subset CD4+af8 TCR sel T sebagai sel penolong yang menentukan jenis respon
imun baik dalam imunitas alami maupun imunitas yang didapatkan. *> Sel ThP,
sebagai prekursor sel T felper yang mempunyai penanda antigen-naive, sampai
dengan terpapar suatu antigen melalui kontak dengan sel sistem imun alami, akan

mengalami diferensiasi yang tidak berfungsi secara khusus yang dinamakan Tho.

35,36.37.38 pada tahap diferensiasi ini, sel T dapat terpapar berbagai jenis sitokin

yang berbeda-beda yang disekresi oleh berbagai jenis sel. Jenis antigen akan turut
menentukan diferensiasi sel T selanjutnya menjadi Thl atau Th2, baik dalam
bentuk sel efektor maupun sel memori. Apabila sel-sel T tersebut secara aktiv
memproduksi sitokin, Th1 memproduksi IFN-y, dan Th2 memproduksi IL-4 dan
IL-5, sel-sel T tersebut disebut sel efektor primer Thl atau Th2, sedangkan
apabila sel-sel tersebut dalam keadaan resting namun terpolarisasi ke arah salah
satu tipe Th, maka sel-sel tersebut disebut sel efektor memori Thl atau Th2. ***
Sel-sel efektor memori merupakan tipe khusus dari diferensiasi sel T, setidaknya
apabila dilihat dari penanda CD8+-nya, dan bukan merupakan bentuk transisi
dalam perkembangan sel efektor *'. Sel-sel memori dapat langsung berdiferensiasi
dari sel naive yang terstimulasi antigen atau timbul sebagai akibat turunnya
aktivasi atau fungsi sel efektor. >

Fenotipe Th ditandai oleh jenis sitokin yang diproduksinya. Thl pada

tikus diketahui memproduksi IFN-y, sedangkan Th2 memproduksi IL-4. *** Th1
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manusia memproduksi IFN-y dan Th2 memproduksi IL-4 dan IL-5. ** Penelitian-
penelitian  selanjutnya menambahkan bahwa selain IFN-y, Thl manuslia
memproduksi TNF-$ dan 1L-2, sedangkan Th2 memproduksi IL-4, II-5, IL-6, dan
IL-13. * *° [L-10 sering diklasifikasikan sebagai sitokin Th2 pada tikus, namun
pada manusia, [L-10 dihasilkan baik oleh subset Th1 maupun Th2. **4

Sel ThP (naive) merupakan penghasil IL-2 eksklusif ** *°, namun pada
aktivasi inisial, ThP dapat menghasilkan berbagai jenis sitokin seperti IL-2, IL-4,
TNF-a, IL-13, dan IFN-y. ** Sel ThO menghasilkan IL-4 dan IFN-y, namun
keberadaannya masih kontroversial. Oleh karena sitokin-sitokin pada umumnya:
diukur pada populasi sel yang heterogen, sel ThO dianggap ada dalam populasi
campuran sel-sel Thi dan Th2. *

Beberapa penanda permﬁkaan sel dapat membedakan subset Th1 dan Th2.
Sel-sel Thl mengekspresikan kedua rantai reseptor IL-12, baik B1 maupun B2,
sedangkan sel-sel Th2 hanya mengekspresikan satu rantai saja, yaitu IL-12R[B1.
Sebaliknya, sel-sel Th2 mengekspresikan kedua rantai reseptor IFN-y, baik «

maupun B, sementara sel-sel Th1 hanya mengekspresikan [FN-yRa. *®
Faktor-faktor yang Meregulasi Diferensiasi Sel Th

Banyak faktor yang berperan dan saling mempengaruhi dalam
pertumbuhan subset sel-sel Thl maupun Th2. Tahap yang paling mendasar adalah
adanya interaksi antara APC dengan kompleks TCR/CD3/CD4 pada sel T naive.
Interaksi tersebut akan mengaktivasi sel T naive yang kemudian akan

mengekspresikan reseptor IL-2 dan mensekresi IL-2, serta akan terjadi
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peningkatan (upregulation) CD40L. IL-2 ‘dan RIL-2 saling berinteraksi. secara
autokrin, sedangkan CD40L akan berinteraksi dengan CDA40 yang diekspresikan
APC padé permukaannya. Interaksi CD40-CD40L akan menstimulasi APC untuk
mengekspresikan CD86/B7-2 dan kemudian CD80/B7-1. Molekul-molekul
tersebut berperan sebagai ligan ikatan-ikatan membran untuk membran sel T
CD28. Interaksi B7-CD28 merupakan koneksi kunci yang penting, oleh karena
ikatal; CD28 akan:
1. memperkuat sekresi [L-2, yang pada akhirnya akan meningkatkan proliferasi
sel T.

2. memunculkan molekul anti-apoptotik Bel-x, dan
3. berperan dalam sekresi-sitokin-sitokin selanjutnya, > *&4°

Dengan adanya ligasi dengan CD28, sel T naive dapat berdiferensiasi
rﬁelalui lebih dari satu jalur sesuai dengan tujuannya. *°

Salah satu faktor yang menentukan dalam diferensiasi ini adalah interaksi
MHC-TCR itu sendiri. Kadar antigen yang sangat tinggi atau sangat rendah akan
menyebabkan respon Th2, sedangkan kadar antigen yang moderat akan
menyebabkan respon Th. *° Apabifa kadar dan afinitas antigen dipertimbangkan,
maka respon yang dihasilkan adalah sebaliknya. Kadar antigen berafinitas tinggi
yang tinggi dan yang rendah akan menghasilkan sel-sel Thl, sedangkan kadar
moderat antigen berafinitas tinggi akan menghasilkan sel-sel Th2. Sel-sel ThO
akan dihasilkan pada kadar antigen rendah, moderat, maupun tinggi. 31,32, 33

Faktor penentu diferensiasi selanjutnya adalah kadar IL-2, IL-12, dan IL-4. IL12

dan IL-4 merupakan sitokin-sitokin utama yang akan mempengaruhi sel T CD4
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yang teraktivasi untuk berkembang menjadi Thl atau Th2. Apabila sel T CD4
lebih banyak terpapar oleh IL-12, maka respon yang timbul adalah Thl, dan
apabila lebih banyak terpapar oleh IL-4, maka respon yang timbul adalah Th2. "
33,35, 54

Selain faktor intrinsik, respon Th juga dipengaruhi oleh faktor ekstrinsik
seperti kadar dehydroepisterone (DHEA), suatu steroid yang mempunyai banyak
fungsi pada sistem imun, yang dipengaruhi langsung oleh sitokin-sitokin sel T.
Aktivitas DHEA yang tinggi dijumpai pada keratinosit manusia dan plasenta dan
aktivitasnya dipengaruhi oleh enzim DHEA sulfatase yang diproduksi oleh

makrofag. DHEA memacu sel T naive untuk memproduksi IL-4. **




Gambar 3. Fungsi dan pertumbuhan subset sel T helper
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Sirih (Piper betle Linn.)

Ciri-ciri, Penyebaran, dan Pemanfaatan

Tumbuhan sirth (Piper betle Linn.) atau Chavica auriculata MIC, atau

" Chavica betle MIQ, di Indonesia dikenal sebagai suruh, sedah (Jawa), seureuh

(Jawa Barat), sere (Madura), base (Bali), tanub (Aceh), buarangir (Mandailing),
dembau (Toba), sirieh, cambai (Minang, Lampung), ganjung (Ujung Pandang),

bide, lele (Tidore, Temnate) dan banyak nama daerah lainnya. * ** Menurut

- Purseglove (1969) dan Burkill (1935), Malaysia Timur dan Tengah dipercaya

sebagai daerah asal sirih, kemudian menyebar luas ke seluruh daerah tropis di
Asia, Madagaskar dan Afrika Timur. Oleh De Candolle dalam “Origin of
Cultivated Plants”, kepulauan Malaya diperkirakan, merupakan daerah budidaya
tanaman sirih lebih dari 2000 tahun vang lalu. Sir George Watt dalam “Standard
Encyclopedia of Modern Agricultur”, menyebutkan bahwa Pulau Jawa mungkin
juga merupakan daerah asal tanaman sirih, sedangkan menurut J.C. Konigsberger,
tanaman sirth belum pernah ditemukan tumbuh liar di pulau Jawa, namun banyak
ditemukan tumbuh liar di pulau Sulawesi dan kepulauan Maluku. *°

Tanaman sirih tumbuh merambat dengan menggunakan akar tambahan
yang pendek dan banyak sekali. Panjang rambatannya dapat mencapai 2 - 4
meter, batangnya kuat setengah berkayu, batang muda licin dan tidak berbulu.
Bagian buku membesar dan keluar daun yang bentuknya bulat telur melonjong,
panjang 6 — 17,5 c¢m, lebar 3,5 — 10 cm. Tanaman sirih banyak dimanfaatkan
dalam masyarakat untuk berbagai keperluan. Mengunyah daun sirih yang

dicampur sedikit kapur, pinang dan gambir (nginang — Jawa), di masyarakat
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bertujuan sebagai penyegar mulut dan penguat gigi. Selain itu, sirih juga
digunakan untuk berbagai keperluan seperti hidung berdarah, batuk/serak,
sariawan, keputihan, anti-bau badan, pengurang produksi air susu, tetes mata,
eksim, sampai dengan fungsi estetika dan sosial-budaya sebagai tanaman hias dan

upacara tradisional. %7’
Kandungan dan Khasiat Sirih

Penggunaaﬁ sebagai bahan obat mempunyai dasar kuat karena adanya
kandungan minyak atsiri (metel/betel o0il) dengan komponen fenol alam yang
mempunyai daya antiseptik yang kuat. Menurut Guenther, 1949 dan Hegnauer,
1969, daun sirih mengandung 0,7 — 2,6% minyak atsiri yang sebagian besar (60 --
80%) terdiri dari fenilpropana (alilbrenkatekin), yaitu: o-hidroksikavikol, kadinen
6,7 — 9,1%, karyofilen 6,2 — 11,9%, alilkatekol 2,7 — 4,6%, kévikol 5,1 - 82%,
kavibetol 0 — 1,2%, estragol 7 — 14,6%, eugenol 26,8 — 42,5%, metil eugenol §,2
— 15,8%, karvakrol 2,2 - 4,8%, sineol 3,6 — 6,2%, pirokatekin, p-simol, terpinen
dan seskuiterpen. Disamping itu juga ada 0,8 — 1,8% enzim diastase, tanin, gula
dan amilum. ® * Di dalam 100 g daun segar terkandung komposisi sebagai
berikut: air 85,4 mg, protein 3,1 mg, lemak 0,8 mg, karbohidrat 6,1 mg, serat 2,3
mg, bahan mineral 2,3 mg, kalsium 230 mg, fosfor 40 mg, besi 7 mg, besi ion 3,5
mg, karoten (vitamin A) 9600 IU, tiamin 70 pg, riboflavin 30 pg, asam nikotinat
0,7 mg dan vitamin C 5 mg. Terdapat juga 3,4 mg yodium dan kalium nitrat
dengan kadar bervariasi. Daun sirih juga mengandung asam amino esensial

kecuali lisin, histidin dan arginin. Asparagin terdapat dalam jumlah besar,
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sedangkan glisin dalam bentuk gabungan, kemudian prolin dan ornitin. Daun
yang muda mengandung jauh lebih banyak minyak atsiri, diastase dan gula
dibandingkan daun tua. Alkaloid arakene yang berkhasiat sama dengan kokain
juga terdapat dalam daun sirih. *’

Aktivitas antiseptik atau antibakteri daun sirih telah banyak dibuktikan
melalul penelitian-penelitian daya hambatnya terhadap pertumbuhan bakteri
seperti seperti Streptococcus mutans, Streptococcus viridans, Streptococcus alfa,
Staphylococcus aureus, Preumococcus sp. dan Gaseous gangrena. ® ™ ® Daya
hambat pertumbuhan bakteri tersebut mungkin disebabkan efek polifenol dalam
daun sirih terhadap enzim sintesis glukan yang larut air, yaitu glucosyltransferase
I (GTase-I). Nakahara dkk membuktikan efek inhibisi enzim GTase-/ pada
Streptococcus sobrinus 6715 oleh polifenol dalam ekstrak Oolong tea, sedangkan
Ooshima dkk membuktikan fenol dalam ekstrak kakao dapat mengambat enzim
GTase Streptococcus mutans MT8148R. Enzim GTase-I juga berpéran dalam
proses | glikosilasi protein yang terjadi pada sel-sel sekretorik seperti
adenocarcinoma mammae, sehingga diharapkan efek inhibisi enzim GTase-f oleh
pblifenol yang terdapat dalam ekstrak daun sirih dapat mengurangi ekspresi musin

hasil glikosilasi protein sel tumor yang berlebihan. %1
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Sitosol | ~ Permukaan Sel Tumior

Lapisan rigid sialomusin sekresi
Permukaan sel tumor

Gambar 4. Penghambatan glikesilasi sel tumor oleh ekstrak sirih
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Meniran (Phyllanthus niruri Linn.)

Ciri-ciri, Penyebaran, dan Pemanfaatan

Tumbuhan meniran (Phyllanthus niruri Linn.) termasuk dalam famili
Euphorbiaceue, di daerah dikenal sebagai meniran (Jawa) dan memeniran
(Sunda). Di Indonesia dikenal dua jenis meniran yaitu yang berbatang <;lan
berdaun berwarna merah (Phyllanthus urinaria) dan yang berbatang dan berdaun
berwarna hijau (Phyllanthus niruri) yang mempunyai kegunaan yang sama.
Tumbuhan meniran lebih sering tumbuh secara liar dibanding tumbuh sebagai
tanaman budidaya. Tumbuh pada ketinggian sampai dengan 1000 meter dari
permukaan laut dengan curah hujan 2500 — 3000 mm per-tahun. Meniran
merupakan tanaman semusim dengan tinggi mencapai 1 meter, tidak berbuluy,
banyak cabang dengan tangkai dan cabang kayu yang siku. Daunnya majemuk,
bersirip genap dan berbentuk bulat telur. ** >’ Selain di Indonesia, tumbuhan ini
juga banyak terdapat di India, Cina, Malaysia, Filipina, Australia, Amerika dan
Afrika. *® Di Amerika Tengah dan Amerika Selatan, tumbuhan yang disebut
Phyllanthus niruri sebenarnya adalah Phyllanthus amarus. Di negara Asia dan
Afrika, nama Phyllanthus niruri digunakan untuk jenis Phyllanthus amarus,
Phyllanthus debilis, Phyllanthus fraternus, atau Phyllanthus rotundifolius.
Hooker, dalam deskripsinya mengenai botani, menyatakan bahwa Phyllanthus
amarus dan Phyllanthus debilis terdapat di India dan dikenal sebagai Phyllanthus
urinaria yang sering digunakan bertukaran dengan jenis yang dikenal sebelumnya
sebagai Phyllanthus niruri, Phyllanthus amarus, Phyllanthus debelis dan

Phyllanthus  fraternus. Di Malaysia, nama yang sama digunakan untuk
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Phyllanthus niruri dan Phyllanthus urinaria. > Phyllanthus niruri telah jamak
dimanfaatkan di masyarakat untuk berbagai keperluan, terutama dalam
pengobatan tradisional untuk berbagai jenis penyakit, seperti kencing batu,
demam, sakit perut, batuk, sakit gigi, sakit kuning, gonorhoe, kencing manis,

darah tinggi, dan sebagainya. > %

Kandungan dan Khasiat Meniran Terhadap Aktivitas Sistem Imun

Meniran mengandung beberapa senyawa kimia golongan lignan,

flavonoid, alkaloid, triterpenoid dan senyawa kimia lainnya. > * % Senyawa

lignan terdiri dari filantin, hipofilantin, nirantin, nirtetralin, filtetralin, lintetralin
dan filnirurin. Senyawa flavonoid terdiri dari quercetin, quercitrin, isoquercitrin,

astragalin dan rutin. Disamping itu, dilaporkan pula beberapa glikosida flavonoid

lain, yaitu kaempferol-4’-ramnosida, eridiktiol-7-ramnosida, fisetin-4’-O-

glukosida dan 5,6,7,4’-tetrahidroksi-8-(3-metilbut-2-enil) flavonon-50-rutinosida
{nirurin). Sedangkan senyawa alkaloidnya terdiri dari 4-metoksi-norsekurinin dan
4-metoksi-sekurinin. Senyawa triterpen-nya termasuk dalam kelompok lupane
yang diidentifikasi sebaga /up-20(29)-en 3B-ol. Senyawa kimia lain yang juga
terdapat dalam Phyllanthus niruri adalah ester asam ftalat, asam lemak, vitamin
C, dan tanin, 1 5% 6364

Maat, 1996, melaporkan bahwa Phyllanthus niruri mempunyai sifat
sebagai imunostimoulator. Beberapa parameter imunologis telah diteliti untuk
membuktikan bahwa Phyllanthus niruri dapat mempengaruhi  beberapa

komponen sistem imun spesifik maupun non-spesifik, baik seluler maupun
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humoral. Pemberian per-oral ekstrak Phyllanthus niruri kepada mencit terbukti
dapat mempengaruhi fungsi dan aktivitas sel-sel imunokompromis, yaitu
meningkatkan aktivitas hemolitik komplemen, meningkatkan aktivitas
kemotaksis sel monosit / makrofag dan sel netrofil, meningkatkan sitotoksis;tas
sel NK terhadap sel target S49 (Mouse Lymphosarcoma), meningkatkan
proliferasi sel limfosit T yang dirangsang oleh Concavalin-A (Con-A) dan
Phytohemaglutinin (PHA), meningkatkan sekresi Twmor Necrosis Factor alpha

(INF-ot), meningkatkan aktivitas proliferasi yang dirangsang Lipopolisakarida

(LPS), meningkatkan produksi antibodi primer spesifik IgM serta antibodi

sekunder spesifik IgG. Sedangkan terhadap fungsi sitotoksisitas sel limfosit T
terhadap sel target Thioglycollate-induced Peritoneal Exudate Cells (TG-PEC),
sekresi Interferon gamma (IFN-y) dan interleukin-10 (IL-10), pemberian ekstrak
tidak berpengaruh. '°

Pemberian ekstrak meniran juga terbukti berpengaruh terhadﬁp aktivitas
respon imun natural / non-spesifik melalui peningkatan fagositosis non-spesifik
sel monosit / sel makrofag, peniugkétan reaksi inflamasi melalui peningkatan
aktivitas kemotaksis sel netrofil dan sel makrofag dan peningkatan sitotoksisitas
sel NK. Sedangkan terhadap aktivitas respon imun acquired / spesifik, pemberian
ekstrak meniran terbukti berpengaruh melalui peningkatan proliferasi limfosit T,
peningkatan sekresi IL-4 oleh subset limfosit 7' kefper-2 (Th2), peningkatan
proliferasi limfosit B, penurunan sekresi IL-2 oleh subset Thil dan penurunan

sekresi IL-10 oleh subset Th2, '°
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Interaksi Agent

Interaksi agent mengacu pada interaksi obat, yaitu adanya interaksi yang
mempengaruhi efek obat / agent lain yang digunakan bersama-sama. Interaksi
dapat terukur secara kuantitatif, seperti meningkat atau menurunnya respons.
Dalam penerapan klinik, interaksi obat merupakan akibat dari perubahan
farmakokinetik, farmakodinamik, atau kombinasi keduanya.

Antagonisme merupakan tipe interaksi yang berdasarkan pada timbulnya
mekanisme kerja atau efek yang berlawanan. Sedangkan additiv adalah interaksi
yang berdasarkan pada timbulnya efek additiv, yaitu interaksi menghasilkan efek
yang merupakan penjumlahan aljabar efek dua atau lebih agent yang bekerja
pada reseptor yang sama. Apabila interaksi menghasilkan efek yang lebih besar
dari interaksi additiv namun agent-agent yang terkait mempunyai mekanisme
kerja yang berlainan, maka interaksi tersebut dinamakan sinergisme atau super-
additiv. Potensiasi merupakan tipe interaksi agent yang menghasilkan efek yang
lebih besar oleh karena adanya kombinasi dengan potensiator. Sedangkan

potensiator sendiri secara tunggal tidak mempunyai efek terapi. >

Landasan Teori

Respon imun utama untuk mengenali antigen tumor adalah respon imun
Tipe 1 (Th1). Sel limfosit T, terutama sel CTL yang teraktivasi, dan sel NK yang
teraktivasi, akan mengenali antigen tumor, kemudian mengikat sel tumor dan
membunuhnya. Selanjutnya, sel limfosit T akan terus membelah untuk

meningkatkan respon imun seluler terhadap sel tumor yang dianggap mempunyai
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antigen asing. Pertumbuhan subset dan diferensiasi sel limfosit T ke arah respon
imun Thl atau Th2 sangat dipengaruhi oleh tipe stimulan, terutama adalah
sitokin-sitokin yang dihasilkan pada saat pengenalan antigen.

Subset Th2 yang dipacu oleh IL-4 yang diproduksi oleﬁ sel T CD4+ pada
saat aktivasi inisial, lebih berperan dalam respon imun humoral, terutama dalam
produksi IL-4 dan 11-5, yang berperan dalam proses alergi dan infeksi parasit
(cacing) atau artropoda. Beberapa si‘tokin yang bersifat antagonis terhadap IFN-y,
seperti 1L-4, IL-10, dan TGF-B yang dihasilkan oleh Th2, berfungsi sebagai
regulator fisiologis untuk mengendalikan respon imun yang membahayakan dari
Th1, yaitu dengan menekan aktivasi makrofag,

Sel T CD4 yang teraktivasi oleh paparan peptida yang disajikan oleh
MHC kelas II APC, akan menghasilkan IL-2 yang selanjutnya akan memacu sel T
CD4 sendiri untuk berproliferasi. Saat berproliferast, sel T CD4 akan mengalami
diferensiasi ke arah respon imun Thl atau Th2, tergantung pada keadaan
lingkungah di sekitarnya. Ekstrak meniran akan meningkatkan fungsi dan
pertumbuhan subset sel limfosit T CD4 ke arah respon imun Thl dan Th2,
sehingga sitokin-sitokin yang dihasilkan adalah sitokin-sitokin respon imun Thl
dan Th2. Sel-sel limfosit Thl akan menghasilkan IL-2, [FN-y, IL-12, dan LT.
IFN-y dan IL-2 akan mengaktivasi sel T CD8 dan sel T CD8 yang teraktivasi
(CTL) akan mengenali antigen permukaan sel tumor yang disajikan oleh MHC L
Kemudian, CTL akan berikatan dengan sel tumor. IFN-y juga mengaktifasi
makrofag yang selanjutnya akan memproduksi IL-2, IL-12, TNF-a, dan IFN-y.

Keempat sitokin ini akan mengaktivasi sel NK menjadi LAK yang selanjutnya
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akan mengenali antigen permukaan tumor dan berikatan dengan sel tumor. CTL
dan LAK yang berikatan dengan sel tumor akan mengeluarkan perforin yang akan
masuk menembus membran plasma sel tumor dan akan menimbulkan sinyal
kepada sel tumor. untuk lisis dan apoptosis.. Sedangkan fungsi dan pertumbuhan
subset Th2 kurang berperan dalam mekanisme pembunuhan sel tumor.

Ekstrak meniran telah terbukti dapat berperan sebagai imunomodulator.
Beberapa komponen sistem imun yang berperan dalam mekanisme melawan sel
tumor, seperti fungsi subset sel T helper, terutama Thl, beserta produksi sitokin-

sitokin yang terkait dan sitotoksisitas sel NK, dapat distimulasi fungsi dan

"aktivitasnya (imunomodulasi positif) oleh  Phyllanthus niruri walaupun

mekanisme kerjanya secara pasti belum dapat dijelaskan. Proses imunostimulasi
ini pada akhirnya akan berpengaruh terhadap tahap pelaksanaan efektor imun
dimana reaksi imunitas tubuh terhadap sel tumor dilaksanakan.

Selain melalui mekanisme seluler, proses pembunuhan sel tumor oleh Thl
juga diperankan oleh makrofag. Makrofag yang teraktivasi oleh IFN-y yang
dihasilkan oleh Thl akan memproduksi enzim lisosomal, metabolit oksigen
reaktif, dan nitrit oxide (NO) yang mempunyai sifat sitotoksik terhadap sel tumor
melalui mekanisme enzimatis dan pelepasan metabolit oksigen reaktif
(respiratory burst). Makrofag juga memproduksi TNF-o yang akan menginduksi
mikrotrombi pembuluh darah tumor, sehingga mengakibatkan nekrosis sel tumor.

Ekstrak sirih yang mengandung banyak polifenol alam akan berfungsi
sebagai inhibitor glikosilasi N sel tumor adenocarcinoma mammae.

Penghambatan glikosilasi N berakibat pada turunnya ekspresi musin pada
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permukaan sel tumor sehingga barier rigid yang dibentuk oleh SMC relatif
berkurang rigiditasnya. Penurunan ekspresi SMC ini mempermudah prosés
pengenalan antigen permukaan tumor oleh sistem imun sehingga sel tumor
menjadi lebih rentan terhadap serangan sei-sel imun. Di lain pihak, aktivitas sel-
sel efektor sistem imun seperti sel NK dan sel CTL telah mengalami proses
stimulasi oleh ekstrak meniran schingga diharapkan dapat meningkatkan daya
bunuhnya terhadap sel tumor yang sudah mengalami penurunan ekspresi SMC
pada permukaannya. Hasil akhir yang diharapkan adalah -akan lebih banyak

Jumlah sel tumor yang mengalami kematian,
Pemilihan Kerangka Konseptual

Beberapa pertimbangan yang menjadi dasar pemilihan kerangka
konseptual dalam penelitian ini, adalah sebagai berikut:

1. Mekanisme aktivasi sampai dengan pelaksanaan efektor pada réspon imun
Th1 lebih berperan dalam proses pembunuhan sel tumor dibandingkan respon
imun Th2.

2. Pengamatan dan pengukuran variabel-variabel, yaitu viabilitas sel tumor lebih
memungkinkan untuk dilakukan dilakukan dengan metoda yang lebih
sederhana, schingga memungkinkan pengamatan dan pengukuran dilakukan
dalam keadaan fasilitas bahan dan perlengkapan yang lebih sederhana.

3. Adanya keterbatasan peneliti dalam hal keahlian, pengalaman, dan finansial

untuk mengamati seluruh variabel yang ada.
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

KERANGKA TEORI

Sel mononuklear

l

meniran sirih

ekstrak ekstrak L5 Sel tumor

l

Stimulasi sel mononuklear

Penghambatan glikosilasi musin

l

l

Daya sitotoksik

Ekspresi sialomusin

:

Pengenalan antigen sel tumor
oleh sel mononukiear

l

Pelaksanaan efektor imun / pembunuhan
sel tumor oleh sel mononuklear

I

Viabilitas sel tumor
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Sesuai dengan tujuan penelitian, variabel bebas pada penelitian ini adalah
viabilitas sel tumor yang diukur dengan metode eksklusi trypan biue. Pemaparan ekstrak
meniran terhadap sel mononuklear bertujuan menimbulkan efek imunostimulansia.
Populasi berbagai jenis sel mononuklear didapatkan dari lien mencit yang dimaserasi
dengan filter nylon wool di dalam genangan medium RPMI lengkap. Dengan demikian,
populasi sel mononuklear tersebut diharapkan dapat mewakili keadaan in vivo yang
sebenarnya untuk dapat menimbulkan efek imunostimulansia.

Dalam keadaan in vitro, pemaparan ekstrak sirih terhadap sel tumor yang
bertujuan menurunkan ekspresi kompleks sialomusin sel tumor, diasumsikan dapat
mencapai sel tumor sesuai dosis yang diharapkan. Sedangkan proses pengenalan sel
tumor sampai dengan tahap pelaksanaan efektor imunologis dilakukan dengan
menginkubasi bersama sel tumor dan sei mononuklear dalam satu sumuran. Stimulasi sel
mononuklear, ekspresi sialomusin, dan indikator-indikator proses imunologis tidak

diukur.

3.2. KERANGKA KONSEP

Berdasarkan uraian di atas, maka disusun kerangka konsep penelitian sebagai

berikut:

Ekstrak meniran Ekstrak sirih

l

Viabilitas sel tumor
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HIPOTESIS PENELITIAN

Hipotesis Mayor:

Ada perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih
dibandingkan dengan yang dipapari ekstrak mentran atau ekstrak sinh secara
tunggal maupun dengan yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih.
Hipotesis Minor:

Ada perbedaan viabilitas sel tumor adenocarcinoma mammae mencit C3H yang
dipapari ekstrak sirih dibandingkan dengan sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang tidak dipapari ekstrak sirih

Ada perbedaan viabilitas sel tumor adenocarcinoma mammae mencit C3H yang
dipapari ekstrak meniran dibandingkan dengan sel tumor adenocarcinoma

mammae mencit C3H yang tidak dipapari ekstrak meniran.

Ada perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor adenocarcinoma mammae

mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih
dibandingkan dengan sel tumor adenocuarcinoma mammae mencit C3H yang
dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja.

Ada perbedaan viabilitas sel tumor pada sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih
dibandingkan dengan sel tumor adenocarcinoma mammae mencit C3H yang tidak

dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih,




BAB 4

METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
pendekatan Post test — Only Control Group Design yang menggunakan kultur sel
dalam sumuran sebagai ‘um’t penelitian. Perlakuan adalah .pemberian ekstrak
meniran pada kultur sel mononuklear yang berasal dari lien mencit C3H dan
pemberian ekstrak sirih pada kuitur sel adenocarcinoma mammae mencit C3H |

dengan keluaran perubahan jumiah viabilitas sel tumor.

Pl 01
P2 02
P3 03
R P4 04
P5 05
P6 06
P7 07
P8 08

P9 09




47

Keterangan:
R : Randomisasi
P1 : Sel tumor yang dipapari ckstrak sirih dosis 0,1 mg/ml (dosis minimal) yang

P2

P3

P4

P5

diinkubasi bersama dengan sel mononukiear yang dipapari ekstrak meniran dosis
0,1 mg/ml (dosis minimal), selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan
Tsi{m)+MoMe(m). |

: Sel tumor yang dipapari ekstrak sirth dosis 0,1 mg/ml (dosis minimal) yang
diinkubasi bersama dengan sel mox;onuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis
1 mg/ml (dosis supra-minimal), selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan
Tsi(m)+MoMe(sm).

: Sel tum(:;r yang dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/m! (dosis supra-minimal) yang
diinkubasi bersama dengan sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis
0,1 mg/ml (dosis minimal), selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan
Tsi(sm)+MoMe(m).

: Sel tumor yang dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/ml (dosis supra-minimal) yang
diinkubasi bersama dengan sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis
1 mg/ml (dosis supra-minimal), selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan
Tsi(sm)y+MoMe(sm).

: Sel tumor tanpa paparan ekstrak sirih yang diinkubasi bersama dengan sel
mononuklear tanpa paparan ekstrak meniran, selanjutnya disebut Kelompok

Perlakuan TK-+rMok.
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: Sel tumor tanpa paparan ekstrak sirih yang diinkubasi bersama dengan sel
mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 0,1 mg/m} (dosis minimal),
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan TK+MoMe(m).

: Sel tumor tanpa paparan ekstrak sirih yang diinkubasi bersama dengan sel
mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 1 mg/ml (dosis supra-minimal),
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan TK+MoMe(sm).

. Sel tumor yang dipapari ekstrak sirih dosis 0,1 mg/ml (dosis minimal) yang
diinkubasi bersama dengan sel mononuklear tanpa paparan ekstrak meniran,
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan Tsi{m)+MoK.

: Sel tumor yang’dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/ml (dosis supra-minimal} yang
diinkubasi bersama dengan sel mononuklear tanpa paparan ckstrak meniran,
selanjutnya disebut Kelompok Perlakuan Tsi{sm)+MoK.

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P1

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P2

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P3

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P4

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan PS5

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P6

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P7

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P8

: Pengamatan pada sel tumor kelompok perlakuan P9
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Populasi dan Sampel

Populasi

Populasi penelitian ini adalah kultur sel tumor adenocarcinoma mammae
yang berasal dari tumor yang ditu;'nbuhkan di tubuh mencit C3A. Bagian tumor
mencit yang tidak mengalami nekrosis dieksisi dan dihaluskan dengan gunting
bengkok. Setelah diberi tripsin, medium RPMI lengkap, disentrifus, dan dicuci 3
kali dengan medium RPMI lengkap, ditambahkan medium RPMI lengkap dan
dimasukkan ke dalam flask untuk diinkubasi dalam inkubétor CO,. Langkah-
langkah preparasi sel tumor dilakukan secara steril dalam laminar air flow.

Sel adenocarcinoma mammae dipilih sebagai populasi dengan beberapa
pertimbangan sebagai berikut:

1. Sel adenocarcinoma mammae mempunyai karakteristtk musin yang
menyelubungi sel tumor, Selubung musin berperan sebagai halangan terhadap
respon imun dalam mekanisme pengenalan antigen oleh sistem imun
sehingga sel tumor dapat lolos dari sistem imunosurveilans,

2. Pengalaman dan kemampuan peneliti dalam membiakkan sel tumor masih
terbatas pada sel aderocarcinoma mammae.

3. Kemudahan mendapatkan mencit yang bertumor adenocarcinoma mammae
dari Laboratorium Patologi Eksperimental Bagian Patologi Anatomik

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.
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4.2.2. Sampel

Sampel penelitian ini adalah kultur sel tumor adenocarcinoma mammae
mencit C3# yang dibiakkan dalam medium RPMI 1640 yang mengandung FBS
10%, Fungizone 0,1%, Gentamycin 0,2%, (medium RPMI lengkap), yang
dipanen dari kultur sel tumor dalam flask dan dilakukan penghitungan jumlah sel
tumor. Kemudian ditempatkan secara acak sederhana ke dalam 3 sumuran dalam
jumlah yang sama per-sumurannya. Sumuran pertama dipapari medium RPMI
lengkap, sumuran kedua dipapari ekstrak sirih 0,1 mg/ml, sumuran ketiga dipapari
ekstrak sirith 1 mg/ml. Dalam waktu yang sama, sel mononuklear diisolasi dari
lien mencit C3H dan dilakukan penghitungan jumlah sel mononukiear. Jumlah sel
mononuklear diatur sedemikian rupa dengan pengenceran medium sehingga
berjumlah 50 kali jumlah sel tumor. ¢ Secara acak sederhana sel mononuklear
ditempatkan ke dalam 3 sumuran dalam jumlah yang sama per-sumurannya.
Sumuran pertama dipapari medium RPMI lengkap, sumuran kedua dipapari
ekstrak meniran 0,1 mg/ml, sumuran ketiga dipapari ekstrak meniran 1 mg/ml.
Setelah inkubasi 24 jam, masing-masing sumuran dicuci dari mediumnya yang
mengandung ekstrak sirih atau ekstrak meniran, kemudian ditempatkan dalam
volume yang sama ke dalam 9 mulri-well plate 96 sesuai dengan pembagian
kelompok perlakuan sebagai berikut:

T1 : Sel tumor yang telah dipapari ekstrak sirih dosis 0,1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang telah dipapari

ekstrak meniran dosis 0,1 mg/ml.
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: Sel tumor yang telah dipapari ekStrak sirih dosfs 0,1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononukiear yang telah dipapari
ekstrak meniran dosis 1 mg/mi.

: Sel tumor yang telah dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang telah dipapari
ekstrak meniran dosis 0,1 mg/ml.

: Sel tumor yang telah dipapari ekstrak sirih dosis 0,1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang telah dipapari
ekstrak meniran dosis 1 mg/ml.

: Sel tumor yang tidak dipapari ekstrak siriin (hanya dipapari medium
lengkap) bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang tidak
dipapari ekstrak meniran (hanya dipapari medium saja).

: Sel tumor yang tidak dipapari ekstrak sirih (hanya dipapari medium
lengkap) diinkubasi bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear
yang telah dipapari ekstrak meniran dosis 0,1 mg/ml.

. Sel tumor yang tidak dipapari ekstrak sirih (hanya dipapari medium
lengkap) diinkubasi bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear
yang telah dipapari ekstrak meniran dosis 1 mg/mi.

: Sel tumor yang telah dipapar.i ekstrak sirih dosis 0,1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang tidak dipapari

ekstrak meniran (hanya dipapari medium saja).
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T9 : Sel tumor yang telah dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/ml diinkubasi
bersama dalam satu sumuran dengan sel mononuklear yang tidak dipapari

ekstrak meniran (hanya dipapari medium saja).

Varibel Peunelitian

Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah:
» Perlakuan dengan kombinasi berbagai dosis, yang dapat dikategorikan

menjadi 9 kelompok perlakuan sesuai dengan kelompok sampel.
Variabel Tergantung

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah:
e Viabilitas sel tumor, dihitung dari proporsi {(dalam %) jumiah sel tumor
yang hidup per total jumlah sel tumor baik yang hidup maupun yang mati,

dalam kotak sedang bilik hitung Neubauer Improved.

Bahan dan Materi

¢ Mencit strain C3H usia 5 ~ § minggu bertumor adenocarcinoma mammae
yang diperoleh dari Laboratorium Patologi Eksperimental Bagian Patologi
Anatomik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta.

¢ Kuitur sel mononuklear yang berasal dari lien mencit strain C3H

e Kultur sel tumor adenocarcinoma rnamrn&e yang berasal dari tumor yang

tumbuh pada mencit strain C3H
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Chloroform, Alkohol 70%

Medium RPMI lengkap yang mengandung Gentamycin 0,2%, Fungizone
0,1% dan Foetal Bovine Serum (FBS) 10%

Medium RPMI kosong (tanpa Gentamycin, Fungizone, dan FBS)

Serbuk ekstrak air sirih (Piper betle Linn.) yang diekstraksi di. Laboratorium
Teknologi Fermentasi PPAU Bioteknologi-Institut Teknologi Bandung

Serbuk ekstrak air meniran {(Phyllanthus niruri Linn.,) yang diekstraksi di

Laboratorium Teknologi Fermentasi PPAU Bioteknologi-Institut Teknologi

Bandung
Larutan trypan blue | e Phosphate Buffer Saline (PBS)
Tripsin-EDTA 0,025% e NHCI

Alat / Instrumen Penelitian

Papan fiksasi -+ jarum pentul Bilik hitung Neubauer Improved

Gunting lurus & bengkok e Syringe filter 0,2 pm membrane non-
Pinset, Skalpel pyrogenic
Cawan petri steril ¢ Mikroskop inversi
Kertas Nylon woo! o Disposable spuit 5 ml

 Pipet Pasteur steril’ o Multi-well plate with cover 24
Pipet I mi, 2 ml, 10 ml o Multi-well plate with cover 96
Sentrifus e Pipet Eppendorf 50 ul

Tabung reaksi steril o Laminar air flow
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e Timbangan ug digital » Flask kultur sel / jaringan

e  Counter sel ¢ Inkubator CO,

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Patologi Eksperimental Bagian Patologi
Anatomik Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta, pada bulan

September 2002 sampai dengan bulan Maret 2003.

4.7.  Prosedur Pengumpulan Data

4.7.1. Tahap Penelitian

Secara garis besar, penelitian ini dibagi menjadi dua tahap, yaitu penelitian
pendahuluan dan penelitian utama. Penelitian pendahuluan terdiri dari penelitian
eksplorasi pengaruh langsung pemaparan tunggal ekstrak meniran atau ekstrak
sirih saja terhadap viabilitas sel tumor dan sel mononuklear dan penelitian
eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja
terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel efektor imun (sel mononuklear).
Sedangkan penelitian utama adalah penelitian pengaruh pemaparan kombinasi
ekstrak meniran dan ekstrak sirih terhadap viiabilitas sel tumor melalui aktivitas

sel efektor imun (sel mononuklear).
4.7.1.1.Penelitian Pendahuluan

Tujuan penelitian pendahuluan eksplorasi pengaruh langsung pemaparan

tunggal ekstrak terhadap viabilitas sel tumor dan sel mononuklear adalah
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membuktikan ada atau tidak adanya pcnurunah viabilitas sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari ekstrak sirih dan penurunan
viabilitas sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran. Sedangkan penelitian
eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja
terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel mononuklear bertujuan untuk
membuktikan ada atau tidak adanya penurunan viabilitas sel tumor yang dipapari
ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja melalui aktivitas sel mononuklear. Teknik
pemeriksaan masing-masing tahap akan diuraikan di dalam lampiran.

4.7.1.1.1. Penelitian eksplorasi pengarub langsung pemaparan tunggal
ekstrak terhadap viabilitas sel tumor dan sel mononuklear. Tahap ini adalah
tahap perlakuan pra-matching, dimana sel tumor tidak diinkubasikan bersama (di-
matching) dengan sel mononuklear dalam satu tempat. Pada tahap ini, sel
mononuklear dipapari ekstrak meniran dan sel tumor dipapari ekstrak sirih.
Masing-masing ekstrak terdiri dari beberapa tingkatan dosis yaitu 0 mé/ml
(sebagai kontrol), 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/m!, dan 100 mg/ml. Wéktu
pemaparan adalah 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Kemudian masing-masing
dihitung viabilitas selnya dengan metode ekslusi trypan blue. Hasil penelitian ini
menunjukkan pengaruh langsung pemaparan ekstrak meniran terhadap viabilitas
sel mononuklear dan pepgaruh langsung pemaparan ekstrak sirth terhadap

viabilitas sel tumor.
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4.7.1.1.2, Penelitian eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal ekstrak sirih
atau ekstrak meniran saja terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel
efektor imun (sel mononuklear). Pada tahap ini, sel mononuklear dipapari
ckstrak meniran dengan dosis 0 mg/ml (sebagai kontrol), 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10
mg/ml, dan 100 mg/m| dengan waktu pemaparan 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Sel
mononuklear yang telah dipapari ekstrak meniran pada kelompok waktu
pemaparan 24 jam dicuci dari ekstrak meniran, kemudian ditempatkan (di-
matching) ke dalam sumuran bersamar dengan sejumlah sel tumor dengan
perbandingan 1 sel tumor : 50 sel mononuklear. Setelah diinkubasi selama 18 jam,‘
viabilitas sel tumor dihitung dengan metode ekslusi trypan blue. * ©® Demikian
pula selanjutnya untuk kelompok-kelompok waktu pemaparan 48 jam dan 72 jam.
Hasil penelitian ini menunjukkan pengaruh pemaparan ekstrak meniran terhadap
daya sitotoksik sel mononuklear dalam membunuh sel tumor,

Pada penelitian tersendiri, sel tumor dipapari ekstrak sirih dengan dosis 0
mg/ml (sebagai kontrol), 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 10 mg/ml, dan 100 mg/ml dengan
waktu pemaparan 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Sel tumor yang telah dipapari
ekstrak sirih pada kelompok waktu 24 jam dicuci dari ekstrak sirih, kemudian
ditempatkan ke dalam sumuran bersama dengan sel mononuklear (di-matching)
dengan perbandingan 1 sel tumor : 50 sel mononuklear. Setelah diinkubasi selama
18 jam, viabilitas sel tumor dihitung dengan metode ekslusi trypan blue. 67, 68
Demikian pula selanjutnya untuk kelompok-kelompok waktu pemaparan 48 jam
dan 72 jam. Hasil penelitian ini menunjukkan pengaruh pemaparan ekstrak sirih

terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel mononuklear.
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4.7.1.2.Penelitian Utama: Penelitian pengaruh pemaparan kombinasi ekstrak

meniran dan ekstrak sirih terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel
efektor imun (sel mononuklear).

Tujuan penelitian utama ini adalah untuk membuktikan ada atau tidak
adanya pénurunan viabilitaé sel tumor yang lebih bermakna pada sel tumor yang
dipapari kombinasi ¢kstrak meniran dan ekstrak sirih melalui aktivitas sel
mononuklear dibandingkan dengan pemaparan ekstrak meniran atau ekstrak sirih
secara tunggal. Teknik pemeriksaan diuraikan dalam lampiran:

Pada tahap ini, sel mononuklear dipapari ekstrak meniran dengan dosis 0
mg/ml (hanya dipapari medium RPMI), 0,1 mg/ml, dan 1 mg/ml kemudian
diinkubasi dalam waktu 24 jam. Sedangkan, sel tumor dipapari ekstrak sirih
dengan dosis 0 mg/ml (hanya dipaparri medium RPMI), 0,1 mg/ml, dan 1 mg/ml
kemudian diinkubasi dalam waktu 24 jam. Setelah inkubasi 24 jam, sel
mononuklear dicuci dari ekstrak meniran dan sel tumor dicuci dari ekstrak sirih.
Masing-masing ekstrak diganti dengan medium RPMI lengkap sebagai pelarut.
Dengan perbandingan jumlah sel tertentu, sel tumor diinkubasikan bersama (di-
matching) dengan sel mononuklear dalam sumuran-sumuran sesﬁai dengan
pengelompokan sampel selama 18 jam. Setelah inkubasi 18 jam, viabilitas sel

tumor diihitung dengan metode ekslusi trypan blue.
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4.7.2. Definisi Operasional

Ekstrak sirih (Piper betle Linn.).

Adalah ekstrak akuades dari ‘daun sirih (Piper,
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betle Linn.) yang berupa serbuk

hijau kecoklatan yang diekstraksi dan disertifikasi di Laboratorium Teknologi

Fermentasi PPAU Bioteknologi-Institut Teknologi Bandung (sertifikat

terlampir).

I
|
Ekstrak meniran (Phyllanthus niruri Linn.). l
|
|

Adalah ekstrak akuades dari tumbuhan meniran (Phyllanthus niruri Linn.)

i .
yang berupa serbuk hijau lumut yang diekstraksi dan disertifikasi di

Laboratorium Teknologi Fermentasi PPAU
Bandung (sertifikat terlampir).

Sel tumor:

Bioteknologi-Institut Teknologi

Adalah sel tumor adenocarcinoma mammaemencit strain C3H yang tumbuh

spontan atau diinokulasikan ke tubuh mencit. Mencit strain C3H bertumor

diperoleh dari Laboratorium Patologi Eksperimental Bagian Patologi

Anatomik Universitas Indonesia, Jakarta.

Sel mononuklear:

Adalah sel mononuklear yang diisolasi dari lien mencit strain C3H yang

sehat, usia 6 — 10 bulan, dengan metode flitr asi Nvion wool.

Mutching:

Adalah suatu tahap ditemukannya sel tumor dan sel mononuklear, setelah

dipapari atau tanpa dipapari ekstrak, dalam|satu tempat (sumuran) dan waktu

yang bersamaan untuk kemudian diinkubasi|dalam inkubator COs.
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Pra-matching.

Adalah suatu tahap perlakuan (pemaparan ekstrak) terhadap sel tumor dan sel
mononuklear dalam tempat dan waktu yang berlainan, yang kemudian
diinkubasi dalam inkubator CO,, sebelum dilakukan tahap maiching sel tumor
dan sel mononuklear.

Dosis minimal:

Adalah dosis terkecil ekstrak, yaitu 0,1 mg/mi.

Dosis supra-minimal:

Adalah dosis ekstrak yang besarnya satu tingkat di atas dosis minimal, yaitu 1
mg/ml.

Viabilitas sel tumor: |

Adalah persentase sel tumor yang hidup dibandingkan dengan jumlah total sel
tumor yang hidup dan yang mati, yang dihitung dengan metode eksklusi
trypan blue menggunakan bilik hitung Neubauer Improved. |
Kelompok perlakuan:

Adalah kelompok perlakuan kombinasi dosis minimal dan supra-minimal
yang dikelompokkan menjadi 9 kelompok perlakuan sesuai dengan kelompok

sampel.
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Alur Kerja

4.8.

4.8.1. Penelitian Pendahuluan Pemaparan Langsung Ekstrak
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4.8.2. Penelitian Pendahuluan Pemaparan Tunggal Ekstrak
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4.8.3. Penelitian Utama Pemaparan Kombinasi Ekstrak
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Pemeriksaan

Pemeriksaan Viabilitas Sel Tumor Menggunakan Metode Eksklusi Trypan

Blue "%

e Setelah inkubasi 18 jam, dilakukan pemeriksaan dan penilaian viabilitas sel
tumor menggunakan metode eksklusi trypan blue.

s Setiap sumuran akan diperiksa 6 kali replikasi, dengan cara meneteskan satu
tetes larutan tripsin-EDTA, kemudian dibuat turbulensi dengan pipet Paste.ur
steril.

e Periksa di bawah mikroskop inversi untuk melihat kesempurnaan pelepasan
sel tumor yang adherent di aasar sumuran. Bila belum tampak soliter,
teruskan turbulensi secukupnya.

¢ Setelah gambaran sel tumor menjadi soliter, yang ditandai dengan perubahan
bentuk sel tumor menjadi bulat dan soliterlserta akan ikut bergoyang apabila
multi-well plate digoyang, diambil satu tetes suspensi sel dari tiép sumuran
dan diletakkan ke dalam botol bijou kecil.

o Tambahkan satu tetes frypan blue yang dilarutkan dalam PBS, dan tetesan
hanya berasal dari mulut pipet saja Perbandingan suspensi tumor dengan
larutan frypan blue adalah 1 : 1. Dengan demikian telah dilakukan
pengenceran sebanyak 2 kali.

¢ .Yakinkan suspensi sel dan larutan ¢rypan blue sudah tercampur rata dengﬁn
membuat turbulensi halus dengan pipet Pasteur.

e Campurkan dan tunggu selama satu menit.
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Campurkan lagi dan pindahkan secara hati-hati suspensi sel yang sudah
tercampur (rypan blue ke bilik hitung. Teteskan satu tetes saja pada tepi
coverslip, dan biarkan suspensi masuk ke bawah covers{ip secara kapilarisasi.
Sel yang mati akan tercat oleh trypan blue, berbeda dengan sel yang hidup,
tidak tercat oleh trypan blue. Proporsi sel yang tidak tercat biru (sel hidup)
dan seluruh sel baik sel yang tidak tercat biru (sel hidup) dan sel yang tercat
biru (sel mati) menunjukkan viabilitas populasi sel yang diperiksa.
Cara penghitungan:
misalnya total volume suspensi sel =7 ml
hitung sel pada 4 bujursangkar di setiap pojok bilik hitung Neubauer
Improved, tidak tercat biru = 320, tercat biru = 80. Berarti ada 320/4 sel
yang hidup dan 80/4 sel yang mati. Persentase viabilitas :

80x100% =80%
(80 + 20}

Konsentrasi sel total dalam suspensi sel yang dihitung = 100 x 10*ml.
Konsentrasi sel hidup dalam suspensi sel yang dihitung = 80 x 10%/ml atau
8 x 10°/ml.

Konsentrasi sel hidup dalam suspensi sel yang sesungguhnya = 2 x 8 x
10°/ml = 1,6 x 10%mi.

Jumlah total sel hidup dalam suspensi sel yang sesungguhnya =7 x 1,6 x

10%/ml = 11,2 x 10%ml.




4,10,

66

Analisis Data

Data hasil penelitian diolah dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik.
Data dari keloﬁpok-keiompok perlakuan pada penelitian ini dianalisis
normalitasnya dengan uji Kolmogorov-Smirnov dan Shapiro-Wilk. Untuk data
yang mempunyai distribusi tidak normal, dilakukan analisis nonparametrik
dengan uji Kruskal-Wallis untuk melihat adanya perbedaan pada kelima
kelompok perlakuan. Besarnya perbedaaﬁ masing-masing kelompok perlakuan
dianalisis lebih lanjut dengan uji Mann-Whitney U. Untuk dafa yang mempunyai
distribusi normal, dilakukan analisis parametrik uji ANOVA untuk melihat
perbedaan pada kelompok-kelompok perlakuan. Besarnya perbedaan masing-
masing kelompok perlakuan dianalisis lebih lanjut dengan uji Post Hoc Tukey
oleh karena varian datanya homogen. Semua analisis statistik dilakukan dengan
menggunakan program komputer SPSS 10.01 for Windows. Nilal sigm’ﬁkansi

penelitian ini adalah apabila variabel yang dianalisis memiliki nilai p <0,05.




BAB S

HASIL PENELITIAN

Untuk mempermudah pembahasan, maka hasil penelitian disampaikan dalam

beberapa bagian sesuai dengan tahap penelitian yang dilakukan, yaitu penelitian

‘pendahuluan dan penelitian utama.

5.1. Penelitian Pendahuluan
5.1.1. Penelitian eksplorasi pengaruh langsung pemaparan tunggal ekstrak
terhadap viabilitas sel tumor dan sel mononuklear :
Viabilitas sel tumor tertinggi terdapat pada setiap kelompok kontrol baik
- pada kelompok waktu pemaparan 24 jam, 48 jam, atau 72 jam. Peningkatan dosis
ekstrak sirih diikuti dengan penurunan viabilitas sel tumor dan viabilitas sel tumor
terendah terdapat pada setiap kelompok perlakuan ekstrak sirih dosis 100 mg/ml,
baik pada kelompok waktu pemaparan 24 jam, 48 jam, atau 72 jam. Uji Kruskal-
Wallis menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna di
pada ketiga kelompok waktu pemaparan (p = 0,028). Sedangkan uji Mann-
Whitney menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna
antara kelompok waktu pemaparan 24 jam dengan kelompok waktu pemaparan 72
jam (p = 0,022) dan kelompok waktu pemaparan 48 jam dengan kelompok waktu

pemaparan 72 jam (p = 0,020).
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Tabel 2. Viabilitas sel tumor (%) yang dipapari ekstrak sirih

Slompok Porlakuan [
T Waktu ! ). dosis | N
Kontrol 6 93,10 7.87
0,1 mg/ml 6 84,27 10,03
24 jam I mg/ml 6 90,10 2,70
10 mg/ml 6 68,88 4,69
100 mg/ml 6 52,33 5,23
Kontrol 6 95,50 3,95
0,1 mg/mi 6 92,10 4,02
48 jam 1 mg/m] 6 82,73 6,21
10 mg/ml 6 68,50 3,42
100 mg/ml 6 51,22 2,69
Kontrol 6 82,48 2,61
0,1 mg/ml 6 78,66 2,67
72 jam 1 mg/ml 6 72.09 7.49
10 mg/ml 6 62,37 5,77
100 mg/mi 6 51,77 4,19

Kruskal-Wallis: p = 0,028

Secara umum, tampak bahwa peningkatan dosis ekstrak sirih diikuti

dengan penurunan viabilitas sel tumor pada seluruh kelompok waktu pemaparan.

Namun pada kelompok waktu pemaparan ekstrak sirih 24 jam, tampak penurunan

viabilitas sel tumor pada pemaparan dosis 0,1 mg/ml, namun viabilitas sel tumor

mengalami peningkatan pada pemaparan ekstrak sirih dosis 1 mg/ml. Viabilitas

sel tumor kembali mengalami penurunan pada pemaparan dosis ekstrak sirih 10

mg/ml dan semakin menurun pada pemaparan dosis 100 mg/ml. Uji ANOVA

terhadap viabilitas sel tumor pada kelompok waktu pemaparan 24 jam

menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna pada kelima

kelompok dosis (p = 0,0001). Sedangkan uji Tukey HSD menunjukkan bahwa

peningkatan viabilitas sel tumor pada pemaparan ekstrak sirih dosis 1 mg/ml tidak
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menunjukkan perbedaan yang bermakna dibandingkan dengan kelompok

pemaparan kontrol (p = 0,954) maupun dosis 0,1 mg/mi (p = 0,563).

Viabilitas sel tumor

120 -

100

80

——24 jam
——48 jam
72 jam

40

20

kontrol 0,4 mg/m  1mg/ml 10mg/ml 100mg/ml
Dosis ekstrak sirih

Gambar 6. Viabilitas sel tamor yang dipapari ekstrak sirih
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Viabilitas sel mononuklear tertinggi, yaitu 92,26%, terdapat pada

kelompok pemaparan ekstrak meniran dosis 100 mg/ml dengan waktu pemaparan

48 jam. Pada umumnya, viabilitas sel mononuklear mengalami sedikit penurunan

sebelum kemudian meningkat pada pemaparan ekstrak meniran dosis 100 mg/mi.

Viabilitas sel mononuklear pada umumnya lebih tinggi pada pemaparan ekstrak

meniran dosis 100 mg/ml apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol, kecuali

pada kelompok waktu pemaparan 24 jam.

Tabel 3. Viabilitas sel mononuklear (%) yang dipapari ckstrak meniran

Kontrol 6 85,65 4,80
0,1 mg/ml 6 80,17 2,11
24 jam 1 mg/ml 6 79,02 3,78
10 mg/ml 6 73,80 6,09
100 mg/ml 6 80.08 8,69
Kontrol 6 81,80 2,70
0,1 mg/ml 6 83,57 7.25
48 jam 1 mg/ml 6 82,27 6,06
10 mg/ml 6 79,06 3,13
100 mg/ml 6 92,26 2,12
Kontrol 6 83,34 3,39
0,1 mg/ml 6 80,17 4,19
72 jam 1 mg/ml 6 79,59 7,39
10 mg/ml 6 81,42 2,92
100 mg/ml 6 91,13 2,69

ANOVA: p = 0,004

Uji ANOVA menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel mononuxlear

yang bermakna pada ketiga kelompok waktu pemaparan (p = 0,004). Sedangkan

uji Tukey HSD menunjukkan perbedaan viabilitas sel mononuklear yang

bermakna antara kelompok waktu pemaparan 24 jam dengan kelompok waktu
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pemaparan 48 jam (0,006) dan kelompok waktu pemaparan 72 jam (p = 0,026).
Perbedaan viabilitas sel mononukléar antara kelompok waktu pemaparan 48 jam
kelompok waktu pemaparan dengan 72 jam tidak bermakna (p = 0,862).

Secara umum, viabilitas sel mononuklear menﬁnj ukkan sedikit penurunan
pada pemaparan ekstrak meniran dosis yang lebih besar namun menunjukkan
sedikit peningkatan pada pemaparan ekstrak meniran dosis 100 mg/ml. Penurunan
viabilitas sel mononuklear paling rendah terdapat pada kelompok pemapa-ran
ekstrak meniran dosis 10 mg/ml dengan waktu pemaparan 24 jam. Uji ANOVA
pada kelompok waktu pemaparan 24 jam menunjukkan adanya perbedaan
viabilitas se! mononuklear yang bermakna pada kelima kelompok dosis (p =
0,022). Sedangkan uji Twkey HSD menunjukkan perbedaan viabilitas sel
mononuklear yang bermakna antara kelompok kontrol dengan kelompok
pemaparan ekstrak meniran dosis 10 mg/ml (p = 0,009). Tidak didapatkan
perbedaan viabilitas sel mononuklear yang bermakna pada kelompok pemaparah
ekstrak meniran dosis 100 mg/mi apabila dibandingkan dengan seluruh kelompok

dosis.
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Viabilitas sel mononuklear
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Gambar 7. Viabilitas sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran
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5.1.1. Penelittan eksplorasi pengaruk pemaparan tunggal ekstrak sirih atan

ekstrak meniran saja terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel
mononuklear

Pada penelitian pendahuluan eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal
ekstrak sirih saja terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel mononuklear
didapatkan viabilitas sel tumor tertinggi pada kelompok kontrol yang tidak
dipapari ekstrak sirih dan terendah pada kelompok yang dipapari ekstrak sirih 100
mg/ml baik pada kelompok 24 jam, 48 jam, maupun 72 jam. Setelah dilakukan

analisis dengan uji Kruskal-Wallis, didapatkan perbedaan bermakna pada ketiga

kelompok waktu pemaparan (p = 0,004). Perbedaan viabilitas sel tumor di antara’

masing-masing kelompok waktu pemaparan dianalisis dengan uji Mann Whitney.
Tidak terdapat perbedaan bermakna antara viabilitas sel tumor pada kelompok
waktu 24 jam dengan 48 jam (p = 0,261), namun kelompok waktu 24 jam berbeda
bermakna dengan kelompok waktu 72 jam (p = 0,003). Di lain pihak, kelompok
waktu 48 jam mempunyai perbedaan bermakna dengan kelompok waktu 72 jam
(p = 0,013). Tampak semakin lama waktu paparan ekstrak sirih terhadap sel tumor

melalui aktivitas sel mononuklear, viabilitas sel tumor akan semakin menurun.
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Tabel 4. Viabilitas se¢l tumor (%) yang dipapari ektrak sirih
melalui aktivitas sel mononuklear

Kontrol 6 9538 3,85
0,1 mg/ml 6 90,28 3,28
24jam | 1 mg/ml 6 87,47 2,58
10 mg/ml 6 84,17 6,40
100 mg/ml 6 60,20 9,90
Kontrol 6 95,47 3,76
0,1 mg/mi 6 88,85 2,53
48 jam | 1 mg/ml 6 83,97 3,56
10 mg/ml 6 79.82 ' 1,99
100 mg/ml 6 50,07 937
Kontrol 6 92,60 3,54
0,1 mg/ml 6 78,50 2,58
72 jam | 1 mg/ml 6 74,10 531
10 mg/ml 6 64,00 4,55
100 mg/ml 6 48,73 6,65

Kruskal Wallis: p = 0,004

Peningkatan dosis ekstrak sirih diikuti dengan penurunan viabilitas sel

tumor pada masing-masing kelompok waktu pemaparan. Viabilitas sel tumor
terendah di antara kelompok waktu pemaparan terdapat pada kelompok waktu
pemaparan 72 jam. Untuk menentukan perbedaan viabilitas sel tumor pada kelima
kelompok dosis ekstrak sirih yang dipaparkan dalam waktu 24 jam? dilakukan uji
Kruskal-Wallis. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel
tumor yang bermakna pada kelima kelompok perlakuan dosis pada kelompok
waktu 24 jam (p = 0,0001). Sedang uji Mann Whitney pada kelompok waktu
pemaparan 24 jam menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna
antara kelompok dosis kontrol dengan seluruh kelompok dosis lainnya. Dari hasil

tersecbut dapat disimpulkan bahwa kelompok dosis terkecil yang sudah
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menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor secara bermakna dengan kelompok
kontrol adalah kelompok dosis 0,1 mg/mi (p = 0,045). Selanjutnya da:pat
disimpulkan terdapat perbedaan viabilitas se! tumor yang bermakna antara sel
tumor yang dipapari ekstrak sirih apabila dibandingkan dengan sel tumor yang

tidak dipapari ekstrak sirth, atau dengan kata lain, hipotesis minor ke-1 diterima.

(UPT-PUSTAL-UNDIP
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Viabilitas sel tumor
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Gambar 8. Viabilitas sel tumor (%) yang dipapari ektrak sirih
melalui aktivitas sel mononuklear
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Pada penelitian pendahuluan eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal

ckstrak meniran saja terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas sel

mononuklear, didapatkan viabilitas sel tumor tertinggi pada kelompok kontrol dan

terendah pada kelompok yang dipapari ekstrak meniran dosis 100 mg/ml baik

pada kelompok 24 jam, 48 jam, maupun 72 jam. Uji Kruskal-Wallis tidak

menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna pada ketiga

kelompok waktu pemaparan (p =0,617).

Tabel 5. Viabilitas sel tumor (%) yang dipapari ektrak meniran
melalui aktivitas sel mononuklear

Kontrol 6 85,97 447

) 0,1 mg/ml 6 82,55 6,33
24jam '] o/ml 6 62,49 5.89
10 mg/ml 6 70,72 7,97

100 mg/ml 6 50,11 15,85

Kontrol 6 83,30 4,94
0,1 mg/ml 6 72,46 15,59
48jam |1 mg/ml 6 4852 11,87
10 mg/ml 6 69,50 10,81

100 mg/ml 6 38,49 7,86

Kontrol 6 73,34 7,96

0,1 mg/ml 6 72,04 6,19

72jam | 1 mg/ml 6 43,77 11,53
10 mg/mi 6 52,43 10,09
100 mg/ml 6 32,07 10,63

Kruskal-Wallis: p = 0,617

Uii Kruskal-Wallis pada kelompok waktu pemaparan 24 jam menunjukkan

adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna pada kelima kelompok

dosis (p = 0,0001). Sedangkan uji Mann-Whitney pada kelompok waktu
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- pemaparan 24 jam tidak menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang

bermakna antara kelompok pemaparan kontrol dengan kelompok pemaparan
ekstrak meniran dosis 0,1 mg/ml (p = 0,575). Kelompok pemaparan kontrol
menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna dengan kelompok
pemaparan ekstrak meniran dosts 1 mg/mi (p = 0,002), dosis 10 mg/ml (i) =
0;002), dan dosis 100 mg/ml (p = 0,002). Dari hasil tersebut dapat disimpulkan
bahwa kelompok dosis terkecil yang sudah menunjukkan perbedaan viabilitas sel

tumor secara bermakna dengan kelompok kontrol adalah’ kelompok dosis 1

mg/ml. Selanjutnya dapat disimpulkan terdapat perbedaan viabilitas sel tumor

yang bermakna antara sel tumor yang dipapari ekstrak meniran apabila
dibandingkan dengan sel tumor yang tidak dipapari ekstrak meniran, atau dengan

kata lain, hipotesis minor ke-2 diterima.

T
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Viabilitas sel tumor
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Gambar 9. Viabilitas sel tumor (%) yang dipapari ektrak meniran
melalui aktivitas sel mononuklear
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S Penclitian Utama: Penelitian peagaruh pemaparan kombinasi ekstrak meniran
dan ekstrak sirith terhadap viabilitas sel tumor meclalui aktivitas sel
mononukiear

Penelitian utama ini bertujuan untuk membuktikan ada atau tidak adanya
penurunan viabilitas sel tumor yang lebih bermakna pada sel tumor yang dipapari
kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirth melalui aktivitas sel mononuklear
dibandingkan dengan yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih secara
tunggal dan yang tidak dipapari ekstrak meniran maupun ekstrak sirih, dengan
cara membandingkan perbedaan viabilitas sel tumor pada sembilan kelompok
perlakuan. Kelompok-kelompok perlakuan ini terdiri dari kelompok perlakuan
kombinasi pemaparan ekstrak meniran dan ekstrak sirih, perlakuan kontrol, dan
perlakuan tunggal pemaparan ektrak meniran atau ekstrak sirih saja. Dosis yang
dipilih dari masing-masing ekstrak adalah dosis terkecil (0,1 mg/ml), selanjutnya
disebut dosis minimal, dan dosis terkecil kedua (1 mg/ml), selanjutnya disebut
dosis supra-minimal. Pemilihan dosis ini berdasarkan pada hasil penelitian
pendahuluan, di-mana dosis terkecil yang mempunyai viabilitas yang berbeda
secara bermakna dengan kelompok kontrol untuk ekstrak sirih adalah 0,1 mg/ml,
sedangkan untuk ekstrak meniran adalah 1 mg/ml. Khusus untuk ekstrak mem'l:ran,
selain dosis 1 mg/ml, dosis 0,1 mg/ml tetap diteliti meskipun tidak mempunyai
perbedaan yang bermakna dengan kelompok kontrol untuk melibat efek
kombinasinya dengan ekstrak sirih, sehingga setiap kemungkinan efek interaksi
yang timbul dari pemaparan kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih tidak
terlewatkan. Waktu paparan ekstrak yang digunakan adalah waktu tersingkat yaitu

24 jam.
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Viabilitas sel tumor tertinggi terdapat pada kelompok perlakuan kontrol, di
mana baik sel tumor maupun sel ménonuklear tidak dipapari oleh ekstrak (mean =
80,40%), dan terendah pada kelompok perlakuan kombinasi pemaparan
kombinasi ekstrak sirih dosis supra-minimal dan ekstrak meniran dosis suf)ra-
minimal (mean = 55,44%). Setelah dianalisis dengan uji ANOVA, didapatkan
perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna pada kesembilan kelompok
perlakuan (p = 0,0001). Tabel berikuf. menunjukkan viabilitas se_l tumor paida

beberapa kelompok perlakuan pemaparan ekstrak meniran dan ekstrak sirih

Tabel 6. Viabilitas sel tumor (%) pada beberapa kelompok perlakuan pemaparan
ekstrak meniran dan ekstrak sirih

Minimum
a
Tsi(m)+MoMe(m) 12 69.40 64.67 3.4503
Tsi(m)+MoMe(sm) 12 55.00 69.80 64.67 4.7839
Tsi(sm}+MoMe(m) 12 57.30 70.00 62.61 3.9403
Tsi(sm)+rMoMe(sm) 12 46.30 61.00 55.44 4.4533
TK-+MoK 12 73.30 88.00 80.40 4,5455
TK+MoMe(m) 12 58.90 74.30 67.20 5.3476
TK+MoMe(sm) 12 58.30 73.20 65.94 40818
Tsi{m}3MoK 12 61.50 72.00 66.21 3.4278
Tsi(sm)+MoK 12 57.60 73.08 64.63 4.886

ANOVA: p = 0,0001

Pada uji Post Hoc Tukey didapatkan perbedaan viabilitas sel tumor yang
bermakna antara kelompok pemaparan ekstrak sirih dosis supra-minimal yang
dikombinasikan dengan sel mononuklear yang dipapari ckstrak meniran dosis

supra-minimal, dengan seluruh kelompok perlakuan. Maka dapat disimpulkan
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bahwa viabilitas sel tumor pada kelompok pemaparan kombinasi ekstrak sirih
dosis supra-minimal dan ekstrak meniran dosis supra-minimal lebih rendah
dibandingkan dengan seluruh kelompok perlakuan baik kelompok perlakuan
kontrol maupun kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak sirth maupun
ekstrak meniran.

Kelompok perlakuan kontrol mempunyai perbedaan viabilitas sel tumor
yang bermakna dengan seluruh kelompok perlakuan. Dengan demikian maka
dapat disimpulkan bahwa viabilitas sel tumor pada kelompok tanpa paparan
ekstrak sirih dan ekstrak meniran lebih tinggi dibandingkan dengan seluruh
kelompok perlakuan. Hal lain yang dapat disimpulkan adalah bahwa viabilitas sei
tumor pada kelompok perlakuan kontrol lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak sirih atau ekstrak meniran saja

Tidak didapatkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna antara
kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak sirih atau ekstrak .meniran saja
dengan kelompok perlakuan pemaparan kombinasi ekstrak sirih dosis minimal
dengan ekstrak meniran dosis minimal. Selain itu, viabilitas sel tumor pada
kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak sirih atau ekstrak meniran saja
tidak berbeda secara bermakna apabila dibandingkan dengan kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi ekstrak sirih dosis minimal dengan ekstrak meniran dosis
supra-minimal. Demikian pula pada kelpmpok perlakuan pemaparan tunggal
ekstrak sirih atau ekstrak meniran saja yang dibandingkan dengan kelompok

perlakuan pemaparan kombinasi ekstrak sirih dosis supra-minimal dengan ekstrak
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meniran dosis minimal, tidak didapatkan perbedaan viabilitas sel tumor yang
bermakna.

Viabilitas sel tumor pada kelompok perlakuan pemaparan kombinasi
ekstrak sirth dosis minimal dan ekstrak meniran dosis minimal ternyata tidak
berbeda secara bermakna dibandingkan dengan kelompok perlakuan pemaparan
kombinasi ekstrak sirih dosis minimal dengan eckstrak meniran dosis supra-
minimal. Demikian pula bila dibandingkan dengan kelompok perlakuan
pemaparan kombinasi ekstrak sirih dosis supra-minimal dengan ekstrak meniran
dosis minimal, kelompok ini tidak mempunyai perbedaan yang bermakna.

Dari hasil-hasil analisis di atas, dapat disimpulkan terdapat perbedaan
viabilitas sel tumor yang bermakna pada sel tumor yang dipapari kombinasi
ekstrak meniran dan ekstrak sirih apabila dibandingkan dengan sel tumor yang
dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja maupun apabila dibandingkan
dengan sel tumor yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih. Dengan

dengan kata lain, hipotesis minor ke-3 dan hipotesis minor ke-4 diterima.
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Gambar 10. Viabilitas sel tumor (%) pada beberapa kelompok perlakuan pemaparan
ekstrak meniran dan ekstrak sirih




BAB 6

PEMBAHASAN

Alur pembahasan disesuaikan dengan alur hasil penelitian dan hipotesis yang

telah dibuktikan sehingga pengaruh pemaparan ckstrak meniran dan ekstrak sirih

terhadap viabilitas sel tumor adenocarcinoma mammae mencit C3H dapat dibahas

sebagai berikut:

6.1.

6.1.1.

Penelitian Pendahuluan
Penelitian eksplorasi pengaruh langsung pemaparan tunggal ekstrak
terhadap viabilitas sel tumor dan sel mononuklear

Hasil penelitign menunjukkan bahwa pemaparan ekstrak sirth pada sel
tumor, secara langsung (tanpa aktivitas sel mononuklear), dapat menurunkan
viabilitas sel tumor secara bermakna. Dosis ekstrak sirih yang lebih besar
menurunkan viabilitas sel tumor lebih besar pula. Lamanya waktu pemaparan
ekstrak sirih terhadap sel tumor juga mempengaruhi viabilitas sel tumor. Semakin
lama sel tumor dipapari ekstrak sirih, semakin kecil viabilitas sel tumornya. Hasil
ini menunjukkan bahwa selain aktivitas bakterisid, ekstrak sirih juga mempunyai
aktivitas sitotoksik terhadap sel tumor. Mekanisme kerja sitotoksik ekstrak sirih
terhadap sel tumor belum banyak diketahui, namun mekanisme bakterisidnya
sudah cukup banyak diteliti. Kemungkinan adanya persamaan mekanisme kerja

sitotoksik dan bakterisid ekstrak sirih dapat ditelaah lebih lanjut.
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Aktivitas bakterisid ekstrak sirih terhadap beberapa jenis bakteri
Streptococcus telah diteliti oleh beberapa peneliti. Suwondo, dkk (1992)
membuktikan adanya aktivitas bakterisid ekstrak air-alkohol sirih terhadap
Streptococcus mutans pada cakram kertas dengan konsentrasi inhibisi minimal 0,4
mg/cakram. Aktivitas ekstrak air-alkohol sirih tersebut adalah yang paling
menonjol  setelah ekstrak heksannya. © Sedangkan Sundari, dkk (1992)
menyimpulkan bahwa minyak .daun sirih kadar 0,25% dapat menyebabkan
kematian 99,92% bakteri Streptococcus alfa yang dikultur dalam medium agar
darah. ’

Daun sirih mengandung 0,7 — 2,6% minyak atsiri yang 60 — 80%-nya
terdiri dari fenilpropana (alilbrenkatekin). * > Fenilpropana merupakan polifenol
yang juga diketahui mempunyai aktivitas inhibitor glikosilasi. Nakahara dkk
dalam penelitiannya membuktikan bahwa polimer polifenol OTF10 menghambat
aktivitas enzim yang mensintesis glukan, yaitu glucosyltransferase ! (Glase-1)
pada Streptococcus sobrinus 6715.°

Temuan-temuan tersebut menunjukkan bahwa daun sirih mempunyai daya
haﬁbat glikosilasi melalui penghambatan G7ase-7 dan mempunyai aktivitas daya
bunuh terhadap bakteri. Sel tumor adalah transformasi ke arah keganasan dari sel
normal, dimana sel tumor seharusnya dikenali sebagai benda asing oleh sistem
imun tubuh. Akan tetapi pada beberapa hal, sel tumor mempunyai kemampuan
‘menyembunyikan keasingannya dengan cara melindungi antigen asingnya dari
pengawasan sistem imun. Glikoprotein adalah senyawa normal yang ada pada

permukaan sel sebagai suatu kerangka yang membentuk sel sekaligus menjaga
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clastisitas sel. Pada beberapa transformasi keganasan, seperti pada
Adenocarcinoma  mammae, ghkosilasi mengalami overekspresi sehingga
glikoproteiﬁ yang dikirimkan ke permukaan sel jumlahnya berlebihan. Kuantitas
glikoprotein yang berlebihan ini membentuk suatu struktur rigid yang cukup
efektif menghalangi pengenalan antigen permukaan sel tumor oleh sistem imun. *
% 16 Kemampuan polifenol yang terkandung dalam ekstrak sirih menghambat
glikosilasi diduga mengakibatkan berkurangnya kuantitas glikoprotein permukaan
sel tumor, sehingga aktivitasnya sebagai halangan terhadap sistem imun juga
berkurang. Akibatn;/a, pengenaian sistem imun terhadap antigen permukaan sel_
tumor dapat meningkat dan selanjuinya sistem imun dapat melanjutkan
aktivitasnya membunuh sel tumor.

Pemaparan ekstrak meniran secara umum meningkatkan viabilitas sel
mononuklear. Peningkatan viabilitas sel mononuklear yang bermakna baru
dicapai pada pemaparan ekstrak meniran dosis 100 mg/ml dan waktu pemaparan
minimal 48 jam. Hal ini menunjukkan bahwa untuk meningkatkan viabilitas sel
mononuklear, dibutubhkan tingkatan dosis dan waktu pemaparan tertentu.
Aktivitas imunostimulan ekstrak meniran sudah cukup banyak diteliti. Beberapa
parameter imunologis telah diteliti untuk membuktikan bahwa ekstrak meniran
mempengaruhi beberapa komponen sistem imun spesifik maupun non-spesifik.
Pada penelitian eksplorasi, diketahui bahwa paparan ekstrak meniran dalam
berbagai dosis dan waktu terhadap sel mononuklear dapat meningkatkan viabilitas
sel mononuklear plada dosis yang lebih tinggi (100 mg/ml). Meskipun pada dosis

yang lebih kecil viabilitas sel mononuklear sempat menurun, namun kenaikan
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yang cuicup bermakna pada dosis 100 mg/ml sudah cukup menunjukkan aktivitas
imunostimulan ekstrak meniran. Hal ini s¢jalan dengan hasil penelitian Maat S
(1996) yang menyatakan bahwa pemberian peroral ekstrak meniran kepada
mencit diantaranya dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit T. ' Schubungan
dengan viabilitas sel mononuklear, diduga peningkatan proliferasi sel limfosit ini
turut berperan meningkatnya viabilitas sel mononuklear karena dengan adanya
peningkatan jumlah sel mononuklear yang baru, jumlah sel mononuklear yang
hidup juga meningkat. |
Penelitian eksplorasi pengaruh pemaparan tunggal ekstrak sirih atau
ekstrak meniran saja terhadap viabilitas sel tumor melalui aktivitas. sel
mononuklear

Sejalan dengan hasil penelitian eksplorasi sebelumnya yang menunjukkan
bahwa pemaparan ekstrak sirih dapat menurunkan viabilitas sel tumor tanpa
melalui aktivitas sel mononuklear, ekstrak sirih juga menunjukkan efek sitotoksik
yang sama terhadap sel tumor melalui aktivitas sel mononukleér. Pada penelitian
Aeksploratif pengaruh langsung pemaparan ekstrak sirth terhadap sel
Adenocarcinoma mammae secara in vitro, ekstrak sirth juga menunjukkan
aktivitas sitotoksik pada dosis minimal sebesar 10 mg/mi. Hal i.ni dapat
memperkuat daya sitotoksik ekstfak sirih apabila sel tumor ditemukan dengan sel
mononuklear secara in vitro. Bila dibandingkan dengan pemaparan langsung
(tanpa aktivitas sel mononukiear), aktivitas sel mononuklear diduga dapat
memperkuat daya sitotoksik ekstrak sirih terhadap sel tumor. Hal ini ditunjukkan

oleh dosis minimal yang dapat menurunkan viabilitas sel tumor secara bermakna
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dibandingkan kelompok kontrol yang lebih kecil, yaitu sebesar 0,1 mg/ml. Dalam
hal ini, sistem imun berperan langsung dalam membunuh sel tumor yang sudah
dikenali antigen permukaannya, sementara di lain pihak, sel tumor sendiri sudah
mengalami penurunan viabilitas akibat paparan ekstrak sirith sebelumnya. Jalur-
jalur pencetus sinyal apoptosis lainnya dapat juga diduga berperan dalam hal ini.
Pada jenis tumbuhan lain, Tan ML, dkk membuktikan ekstrak Pareskia
corrugata dapat membunuh sel kanker payudara secara efektif melalui jalur
apoptosis dengan mengaktifkan caspase-3 dan jalur c-myc. ©

Pemaparan ekstrak meniran secara umum dapat menurunkan viabilitas sel
tumor melalui aktivitas sel mononukiear. Hal ini sejalaﬁ dengan penelitian
eksplorasi sebelumnya yang menunjukkan bahwa ekstrak mentran dapat
meningkatkan viabilitas sel mononuklear. Peningkatan viabilitas sel mononuklear
menunjukkan adanya efek imunostimulan ekstrak meniran terhadap sel
mononuklear. Daya sitotoksik sel mononuklear diduga ikut mengalami
peningkatan sehingga dapat menurunkan viabilitas sel tumor secara bermakna.
Pemaparan ekstrak meniran dosis 1 mg/ml selama 24 jam pada sel mononuklear
sudah menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna apabila
dibandingkan dengan kelompok kontrol, sehingga dosis 1 mg/ml adalah dosis
terkecil ekstrak meniran yang sudah menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor
yang bermakna apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol.

Hal ini sejalan dengan hasil penelitian Maat S (1996), bahwa ekstrak
meniran dapat meningkatkan daya sitotoksik sel NK terhadap sel $49 (Mause

Lymphosarcoma). Ekstrak meniran juga terbukti meningkatkan sekresi Tumor
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Necrosis Fractor alpha (TNF-¢), sehingga menurunnya viabilitas sel tumor diduga
juga melalui aktivasi jalur ini. '° Pada Gambar 4. tampak menurunnya yiabilitas
sel tumor pada dosis 0,1 mg/ml dan 1 mg/ml diikuti dengan peningkatan viabilitas
sel tumor pada dosis 10 mg/ml, selanjutnya menurun lagi pada dosis 100 mg/ml.
Hal ini bisa dipahami sesual dengan hasil penelitian eksploratif yang
menunjukkan bahwa sampai paparan ekstrak meniran dosis 10 mg/ml, sel
mononuklear belum teraktivasi. Diduga aktivasi imunostimulan baru terjadi pada
dosis 100 mg/ml, sehingga daya sitotoksik yang paling tinggi terdapat pada dosis
ini.

Peningkatan respon imun sel mononuklear terhadap sel tumor dapat terjadi
karena ekstrak meniran terbukti dapat meningkatkan respon imun tipe 1 (Thl)
atau respon imun seluler yang merupakan respon imun utama terhadap antigen
tumor. Aktivasi respon Thl dapat terjadi dengan disekresinya sitokin-sitokin
respon imun Thl seperti IL-2, IL-12, IFN-y, dan LT. Sitokin-sitokin 1111 berperan
mengaktivasi se! T CD8 menjadi CTL. CTL akan mengenali antigen permukaan
sel tumor. IFN-y juga mengaktivasi makrofag yang selanjutnya akan
fnemproduksi IL-2, IL-12, TNF-a, dan IFN-y. Sitokin-sitokin yang dihasilkan
oleh makrofag akan mengaktivasi sel NK menjadi LAK. CTL dan LAK yang
telah mengenali sel tumor akan mengeluarkan perforin yang menembus membran
membran plasma sel tumor untuk selanjutnya mencetuskan sinyal lisis dan
apoptosis sel tumor. - > * Meskipun ekstrak meniran juga meningkatkan respon
imun ‘tipe2 (Th2), namun fungsi respon imun jenis ini kurang dominan

dibandingkan respon imun Thl. Jalur aktivasi makrofag juga diduga berperan
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dalan aktivitas sitotoksik sel tumor ekstrak meniran. Ekstrak meniran
meningkatkan aktivasi makrofag melalui aktivasi respon imun Thl dengan
meningkatkan sekresi IL-2 dan [FN-y yang akan meningkatkan aktivitas makrofag
terhadap sel tumor, yaitu melalui aktivasi langsung sitokin makrofag, peningkatan
aktivasi sel NK oleh sitokin-sitokin makrofag, atau peningkatan sekresi enzim
lisosomal, NO, dan pelepasan radikal O, bebas, yang pada akhimya akan
menimbulkan efek sitotoksik sel tumor melalui jalur lisis dan apoptosis. *
Selain 1tu diduga ekstrak meniran mempunyai aktivitas anti-prostaglandin dan
anti-TGF-f karena sel tumor mensekresi prostaglandin dan TGF-$ untuk
menekan aktivitas limfosit.

Penelitian Utama: Penelitian pengaruh pemaparan kombinasi ekstrak

meniran dan ekstrak sirih ferhadap viiabilitas sel tumor melalui aktivitas sel
mononuklear

Hasil penelitian menunjukkan bahwa keempat hipotesis ‘minor ini
diterima. Pembahasannya diuraikan sebagai berikut:

1. Kelompok perlakuan kontrol menunjukkan viabilitas sel fumor yang lebih
tinggi dibandingkan dengan seluruh kelompok perlakuan, baik perlakuan
pemaparan tunggal maupun kelompok pemaparan kombinasi. Hal ini dapat
diartikan bahwa perlakvan dengan paparan ekstrak sirih maupun ekstrak

meniran, baik secara tunggal maupun kombinasi, dapat menurunkan viabiltas

sel tumor.

Secara alami, sel efektor imun, dalam hal ini diwakili oleh mononuklear, -

akan mengalami tahap pengenalan, aktivasi, dan tahap pelaksanaan efek

S o m e e e e [ [ T TR i e



92

sitotoksik apabila mengenali antigen asing, termasuk antigen tumor. Hasil di atas
menunjukkan bahwa pemaparan ekstrak sirih maupun ekstrak meniran dapat
meningkatkan jumlah kematian sel tumor. Ekstrak meniran sudah terbukti
mempunyai aktivitas imunostimulan, sehingga diduga peningkatan respon imun
seluler sel mononuklear terhadap sel tumor disebabkan oleh pemaparan ekstrak
meniran kepada sel mononuklear. 19 Hal ini didukung oleh hasil penelitian
pendahuluan yang menunjukkan bahwa pemaparan ekstrak meniran terhadap sel
mononuklear dapat meningkatkan viabilitas sel mononuklear. Sedangkan ekstrak
sith, yang mengandung komponen polifenol, * diduga berperan dalam
menghambat proses glikosilasi glikoprotein permukaan membran plasma sei
tumor, sehingga mengakibatkan berkurangnya efektivitas kompleks glikoprotein
(kompleks sialomusin) permukaan sel tumor sebagai penghalang pengenalan
sistem imun terhadap antigen permukaan sel tumor. % 17 18 Hasil penelitian
pendahuluan juga menunjukkan bahwa pemaparan ekstrak sirth terhadap sel
tumor dapat menurunkan viabilitas sel tumor secara bermakna. Pada penelittan
eksploratif lain, paparan ekstrak meniran dosis tertinggi (100 mg/ml) terhadap sel
tumor tidak menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna terhadap
kontrol, sehingga dapat dikatakan ekstrak meniran relatif tidak toksik terhadap sel
tumor. Hal ini memperkuat dugaan bahwa penurunan viabilitas sel tumor
disebabkan oleh adanya peningkatan aktivitas respon imun sel mononuklear oleh
ekstrak meniran dan penghambatan glikosilasi kompleks stalomusin sel tumor,
atau mekanisme lain, seperti aktivasi sinyal apopfosis, oleh ekstrak sirih.

Pemikiran adanya interaksi yang sinergik pada kombinasi pemaparan ekstrak
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meniran dan ekstrak sirih dapat dimunculkan di sini oleh karena peningkatan
aktivitas sitotoksik pada pemaparan kombinasi ekstrak meniran dengan ekstrak
sirih dihasill;an melalui mekanisme kerja yang -berlainan. % Ekstrak meniran
meningkatkan aktivitas imun sel mononuklear, di lain pihak, ekstrak sirih
menurunkan ekspresi sialomusin pada permukaan sel tumor, sehingga proses
pengenalan antigen permukaan sel tumor oleh sel imun yang sudah mengalami
stimulasi menjadi lebih efektif.

2. Kelompok perlakuan dosis minimal, baik perlakuan tunggal maupun
kombinasi dengan dosis minimal, maupun supra-minimal, menunjukkan
viabilitas sel tumor yang lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan
kombinasi dosis supra-minimal dengan dosis supra-minimal. Hal ini berarti
adanya perbedaan daya sitotoksik sel mononukiear terhadap sel tumor pada
tingkatan dosis tertentu.

Secara singkat dapat disimpulkan terdapat tingkatan dosis yang diberikan
secara tunggal maupun kombinasi yang dapat memberikan perubahan efek
sitotoksik yang cukup bermakna. Dengan kata lain, peningkatan dosis diikuti
dengan peningkatan efek sitotoksik. Tingkatan dosis yang bermakna untuk
meningkatkan daya sitotoksik sel mononuklear terhadap sel tumor dalam
penelitian ini adalah pada pemberian kombinasi dosis supra-minimal ekstrak ;irih
dan dosis supra-minimal ekstrak meniran. Selain faktor dosis, jenis ekstrak juga
perlu dipikirkan berpel;an dalam peningkatan efek sitotoksik,. Artinya, periu

diketahui sejauh mana peran masing-masing jenis ekstrak terhadap peningkatan
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efek sitotoksik. Penelitian ini belum dapat menjelaskan hal itu sehingga masih

diperlukan penelitian yang lebth lanjut.

3. Tidak adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna antara kelompok
perlakuan kombinasi selain dosis supra-minimal ekstrak sirih dengan dosis
supra-minimal ekstrak meniran, dengan kelompok perlakuan tunggal atau
kombinasi lainnya, mungkin disebabkan oleh belum tercapainya dosis dari
salah satu atau kedua ekstrak untuk menimbulkan efek sitotoksik yang lebih
tinggi secara bermakna.

4. Kelompok dengan perlakuan pemaparan kombinasi dosis supra—minimal_
dengan dosis supra-minimal menunjukkan viabilitas sel tumor yang lebih
rendah dibandingkan dengan seluruh kelompok perlakuan maupun kelompok
tanpa perlakuan lainnya. Hal ini berarti bahwa kombinasi dosis yang lebih
besar dapat meningkatkan daya sitotoksik terhadap sel tumor. Simpulan in
memperkuat analisis sebelumnya, dan menunjukkan suatu batas dimana
kombinasi dosis tertentu dapat memberikan efék sitotoksik yang lebih besar.

Selain itu, apabila dibandingkan dengan kelompok perlakuan pemaparan
tunggal, kelompok perlakuan pemaparan kombinasi dosis supra-minimal dengan
dosis supra-miﬁimal menunjukkan perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna.

Kelompok perlakuan pemaparan kombinasi dosis supra-minimal dengan dosis

supra-minimal mempunyai viabilitas sel tumor yang lebih rendah dibandingkan

kelompok perlakuan pemaparan tunggal. Hal ini menunjukkan bahwa pemapafan
kombinasi ekstrak meniran dengan ekstrak sirih dapat menekan viabilitas sel

tumor lebih banyak dibandingkan dengan pemaparan ekstrak secara tunggal.
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Dengan kata lain, didapatkan penurunan viabilitas sel tumor pada sel tumor
Adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekétrak meniran
dan ekstrak sirih secara in vifro, sehingga hipotesis mayor diterima.

Berdasarkan analisis di atas, dapat dinyatakan bahwa efek sitotoksik dapat
berbeda-beda besarnya tergantung pada besarnya dosis dan kombinasi pemaparan
ekstrak. Belum dapat dijelaskan, ekstrak mana yang lebih berperan dalam
meningkatkan efek sitotoksik terhadap sel tumor. Jalur-jalur sitotoksik yang
berperan seperti aktivasi jalur c-myc dan caspase-3, dan lain-lain, masih harus
diteliti lebih dalam lagi. Yang lebih penting adalah, penelitian ini dapat
membuktikan bahwa pemaparan kombinasi ekstrak sirih dan ekstrak meniran
secara sinergik meningkatkan efek sitotoksik sel mononuklear terhadap sel tumor
dibandingkan pemaparan tunggal ekstrak meniran atau ekstrak sirih saj a.

Hasil penelitian ini disadari masih jauh dari sempurna mengingat adanya
berbagai keterbatasan baik pada rancangan penelitian, teknik pemeriksaan,
maupun pada peneliti sendiri. Peneliti sekedar berusaha mengemukakan sekelumit
dasar-dasar ilmiah efek ekstrak meniran dan ekstrak sirih sebagai agent anti-
tumor. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah informasi ilmiah
mengenai efek anti-tumor kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih sebagai
bahan alami yang ban&ak dan mudah didapatkan di sekitar masyarakat Indonesia
dengan harga yang terjangkau namun mempunyai potensi khasiat yang tidak

kalah baiknya dengan obat modern.
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BAB 7

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang bermakna antara sel tumor yang
dipapari ekstrak sirih dengan sel tumor yang tidak dipapari ekstrak sirih, antara
sel tumor yang dipapari ekstrak meniran dengan sel tumor yang tidak dipapari
ekstrak meniran, antara sel tumor yang dipapari kombinasi ekstrak meniran dan
ckstrak sirih dengan sel tumor yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih
saja, dan antara sel tumor yang dipapari kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak
sirih dengan sel tumor yang tidak dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa viabilitas sel tumor pada sel tumor
adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak meniran
dan ekstrak sirih berbeda secara bermakna dibandingkan dengan yang dipapari
ekstrak meniran atau ekstrak sirih secara tunggal maupun dengan yang tidak

dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirth.

Saran

1. Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut untuk memperkuat simpulan dan
melengkapi hasil penelitian ini, terutama untuk mengetahui parameter-

parameter imunolo-patologik lainnya seperti pemeriksaan sitokin pada subset
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Th1 maupun subset Th2 untuk mengetahui sejauh mana respon imun tersebut

berperan dalam melawan sel tumor.

. Desain penelitian serupa dapat diterapkan untuk penelitian dengan dosis-dosis

dan kombinasi perlakuan yang lebih bervariasi.

. Desain penelitian serupa dapat diterapkan untuk penelitian dengan jenis

ekstrak lainnya, seperti ekstrak alkohol atau heksan yang dapat mewakili

kandungan sirih dan meniran secara lebih lengkap.

. Desain penelitian serupa dapat diterapkan pada kultur sel tumor manusia.

. Perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut kandungan ekstrak sirih dan ekstrak

meniran, sehingga komponen-komponen yang berperan dapat diketahui.

. Perlu dilakukan penelitian di tingkat yang lebih lanjut seperti penelitian in
vivo/ex vivo, uji pre-klinis sampai uji klinis.

. Penghitungan viabilitas sel tumor sebaitknya dilakukan dengan metode dan

alat yang lebih teliti oleh karena penghitungan viabilitas sel dengan metode

eksklusi trypan blue , kemungkinan terjadinya Auman error lebih tinggi.

. Perlu dilakukan penelitian Iebih lanjut untuk mengetahui kemungkinan jenis

interaksi lain pada kombinasi ekstrak meniran dan sirih, terutama pada

berbagai dosis yang lebih bervariasi.




BAB 8

RINGKASAN

Meniran dan sirih adalah sebagian jenis tumbuhan yang banyak dikenal di
masyarakat sebagai tumbuhan yang mempunyai khasiat pengobatan, Meniran dikenal
sebagai tumbuhan yang berkhasiat imunostimulansia sedangkan sirih dikenal berkhasiat
antiseptik melalui proses penghambatan glikosilasi. Mekanisme pertahanan tubuh
melawan sel tumor diperankan oleh sistem imun terutama imun seiuler. Berdasarkan
khasiatnya tersebut, pemaparan kombinasi kedua ekstrak pada sel tumor adenocarcinoma -
mammae mencit C3H diharapkan dapat memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel
tumor. Penelitian ini berusaha membuktikan adanya perbedaan‘ viabilitas sel tumor pada
sel tumor adenocarcinoma mammae mencit C3H yang dipapari kombinasi ekstrak
meniran dan ekstrak sirith dan yang dipapari ekstrak meniran atau ekstrak sirih secara
tunggal maupun yang tidak dipapari ekstrak, melalui aktivitas sel. mononuklear yang
berperan sebagai efektor sel imun.  Ekstraksi meniran dan sirth dilakukan di
Laboratorium Teknologi Fermentési PPAU Bioteknologi-Institut Teknologi Bandung.
Viabilitas sel tumor diukur dengan inetodc eksklusi trypan blue.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan rancangan
The Post Test-Only Control Group Design yang menggunakan sel tumor yang dikultur
bersama dengan sel mononuklear dalam sumuran sebagai objek penelitian. Sebelum
ditemukan bersama dalam 1 sumuran, sel mononuklear dibagi menjadi 3 kelompok.
Kelompok 1 dipapari ekstrak meniran dengan dosis minimal (0,1 mg/ml), kelompok 2

dipapari ekstrak meniran dosis supra-minimal (1 mg/ml), dan kelompok 3 dipapari
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dengan medium RPMI. Demikian pula dengan sel tumor, kelompok 1 dipapari ekstrak
sirth dosis minimal (0,1 mg/ml), kelompok 2 dipapari ekstrak sirih dosis supra-minimal
(1 mg/ml), dan kelompok 3 dipapari dengan medium RPMI. Kemudian masing-masing
diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C, dengan kadar CO, 5%, selama 24 jam.
Setelah inkubasi 24 jam, sel mononukiear dicuci dari ekstrak meniran dan sel tumor
dicuci dari ekstrak sirih, kemudian keduanya dipertemukan daiﬁm sumuran sesual
kelompok sampel. Sampel dikelompokkan menjadi 9 kelompok perlakuan yang terdiri
dari 3 kelompok jenis perlakuan yaitu kelompok perlakuan kontrol (TK+MoK),
icelompok perlakuan pemaparan tunggal (TK+MoMe(m), TK+MoMe(sm), Tsi(m)+MoK,
Tsi(sm)+*MoK), dan kelompok perlakuan pemaparan kombinasi (Tsi{m)}3+MoMe(m),
Tsi(m)+MoMe(sm), Tsi(sm}+MoMe(m), Tsi(sm}+MoMe(sm)). Pada kelompok
perlakuan Tsi(m)+MoMe(m) sel tumor dipapari ekstrak sirih dosis 0,1 mg/ml dan
diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 0,1 mg/;n].
Pada kelompok perlakuan Tsi(m)+MoMe(sm) sel tumor dipapari ekstrak sirih dosis 0,1
mg/ml dan diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 1
mg/ml. Pada kelompok perlakuan Tsi(sm)+MoMe(m) sel tumor dipapari ekstrak sirih
dosis 1 mg/ml dan diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran
dosis 0,1 mg/ml. Pada kelompok perlakuan Tsi(sm)+MoMe(sm) sel tumor dipapari
ekstrak sirih dosis 1 mg/ml dan diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari
ekstrak meniran dosis 1 mg/ml. Pada kelompok perlakuan Tsi(sm)+MoMe(sm) sel tumor
dipapari ekstrak sirih dosis 1 mg/ml dan diinkubasi bersama sel mononuklear yang
dipapari ekstrak meniran dosis 1 mg/ml. Pada kelompok perlakuan TK+MoK (kontrol)

sel tumor dipapari medium RPMI dan diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari
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- RPMI. Pada kelompok perlakuan TK+MoMe(m) sel tumor dipapari medium RPMI dan

diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 0,1 mg/ml.
Pada kelompok perlakuan TK+MoMe(sm) sel tumor dipapari medium RPMI dan
diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapari ekstrak meniran dosis 1 mg/ml. Pada
kelompok perlakuan Tsi(m)+MoK sel tumor dipapari ekstrak sirih 0,1 mg/ml dan
diinkubasi bersama sel mononuklear yang dipapéri medium RPML Dan pada kelompok
perlakuan Tsi(sm)+MoK sel tumor dipapari ekstrak sirih 1 mg/ml dan diinkubasi bersama
sel mononuklear yang dipapari medium RPMI. Setelah diinkubasi pada suhu 37°C,
dengan kadar CO; 5%, selama 18 jam, viabilitas sel tumor masing-masing kelompok
perlakuan dihitung menggunakan metode eksklusi trypan blue.

Data-data yang dipcréleh diuji bedanya dengan uji ANOVA untuk mengetahui
perbedaan pada ke-9 kelompok perlakuan. Perbedaan antar kelompok perlakuan diuji
dengan uji Tukey. Semua analisis dilakukan dengan komputer menggunakan program
SPSS 10.01 for Windows.

Hasil penelitian menunjukkan rerata viabilitas sel tumor tertinggi terdapat pada
kelompok kontrol, sedangkan kelompok pemaparan tunggal ménunjukkan viabilitas sel
tumor yang lebih rendah daripada kelompok kontrol. Viabilitas sel tumor terendah
terdapat pada kelompok perlakuan pemaparan kombinasi, yaitu pada kombinasi ekstrak
meniran dosis 1 mg/ml dan ekstrak sirih dosis 1 mg/ml. Uji ANOVA menunjukkan adanya
perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna pada ke-9 kelompok perlakuan (p =
0,0001). Sedangkan uji 7ukey menunjukkan adanya perbedaan viabilitas sel tumor yang
bermakna antara kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak sirih dibandingkan

dengan kelompok kontrol, ada perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna antara
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kelompok perlakuan pemaparan tunggal ekstrak meniran dibandingkan dengan kelompok
kontrol, ada perbedaan viabilitas sel tumor yang bermakna antara kelompok perlakuan'
pemaparan kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih dengan kelompok pemaparan
tunggal ekstrak meniran atau ekstrak sirih saja, dan ada perbedaan viabilitas sel tumor
yang bermakna antara kelompok perlakuan pemaparan kombinasi ekstrak meniran dan
ekstrak sirih dengan kelompok kontrol. Sehingga dapat disimpulkan bahwa pemaparan
"kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak sirih dapat menurunkan viabilitas sel tumor yang
lebih bermakna dibandingkan dengan pemaparan tunggal ekstrak meniran atau ekstrak
sirih saja maupun dengan kelompok tanpa pemaparan ekstrak.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memperkaya informasi ilmiah mengenai
khasiat ekstrak meniran dan ekstrak sirih terutama pengaruh pemberian kombinasi
ekstrak meniran dan ekstrak sirih untuk menurunkan viabilitas sel tumor, khususnya
adenocarcinoma mammae. Interaksi pemberian kombinasi ekstrak meniran dan ekstrak
sirih dalam menurunkan viabilitas sel tumor ini bersifat sinergisme. Ekstrak meniran
meningkatkan daya sitotoksik sel mononuklear dalam membunuh sel tumeor
adenocarcinoma mammae yang mengalami penguraian sialomusin oleh Kkarena
penghambatan proses glikosilasi oleh ekstrak sirih. Selain itu, diharapkan ada
peningkatan status pemakaian tumbuhan meniran dan tumbuhan sirih sebagai suatu
formula kombinasi yang dapat dikembangkan dalam penelitian-penelitian lebih lanjut

sebagai obat anti-tumor.
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