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BABI

PENDAHULUAN
1.1 LATAR BELAKANG

Kanker mamma merupakan keganasan yang sering ditemukan diselurub
dunia, dengan insidensi relatif tlinggi yaitu sebesar 20% dari seluruh keganasan.
Kanker mamma banyak diderita oleh wanita dan sangat jarang ditemukan pada
laki-laki. Sekitar 600.000 kasus kanker mamma baru didiagnosa setiap tahun dan
350.000 kasus diantaranya ditemukan dinegara maju, sedangkan 250.000 kasus
fainnya ditemukan di negara berkembang.! Data Badan Registrasi Kanker Ikatan
Ahli Patologi Indonesia (BRK-IAPI) 1989 memperlihatkan bahwa frekwensi
kanker mamma pada wanita di Indonesia (12,60%) menduduki urutan kedua
tertinggi setelah kanker rahim (18,86%).>" Di Semarang pada tahun 2001,
ditemukan kasus kanker mamma sebanyak 769 kasus dan insiden ini berada pada
urutan tertinggi kedua setelah kanker mulut rahim. Insiden puncak pada kelompok
umur 45-54 tahun.* Di Amerika pada tahun 1993 angka'kejadian kanker adalah
28 per 100.00 populasi. Singapura pada tahun 1990, kanker mamma merupakan
urutan teratas dari seluruh keganasan pada wanita dengan insidens 500 kasus baru
dan diperkirakan menjadi 1.000 kasus baru pad'a tahun 2000.° Di India pada tahun
1990, kanker mamma menduduki urutan kedua dengan frekuensi 15,81% dari
seluruh keganasan pada wanita-atau 14,15 per 100.000 popu]asi.6
" Penyakit kanker umumnya dipandang oleh masyarakat sebagai penyakit

yang tidak dapat disembuhkan yang berakhir dengan kematian disertai dengan
1




penderitaan hebat. Namun, sesungguhnya ada beberapa jenis diantaranya yang
dapat disembuhkan dengan baik apabila pengobatan dilakukan ketika kanker baru
mulai tumbuh, Dalam hal ini WHO (Organisasi Kesehatan Dunia) menyatakan
secara umum bahwa hanya sepertiga kasus kanker yang dapat diobati, sepertiga
lagi tidak dapat disembuhkan, dan sepertiga sisanya dapat dicegah timbulnya.” Di
Indonesia angka kematian akibat kanker terus meningkat déri tahun ketahun. Hasil
survei kesehatan rumah tangga (SKRT) Departemen Kesehatan RI menunjukkan
angka tersebut pada tahun 1972: 1,4%, tahun 1980:3,4% tahun 1986: 4,3%, dan
tahun 1992:4,4%.?

Cara pengobatan kanker mamma yang berlaku selama ini (dengan
pembedahan, radioterapi dan kemoterapi) sangat mahal dan seringkali tidak
terjangkau oleh sebagian besar masyarakat kita, Hal ini menyebabkan terus dicari
cara-cara lain dengan menggunakan berbagai ekstrak tumbuh-tumbuhan untuk
terapi alternatif kanker. Saat ini tanaman obat terutama immunostimulator telah
banyak diteliti dan bahkan telah dimanfaatkan dalam pengobatan oleh karena
disamping harga‘nya jauh lebih murah diharapkan juga mempunyai hasil yang
memuaskan.® yang mempunyai nama lain jamur /ingzhi atau reishi merupakan
obat tradisional cina yang sejak lama telah digunakan. Dari beberapa penelitian
terakhir dilaporkan bahwa Ganoderma lucidum mempunyai efek hepatoprotektif
210 analgetik'!, anti inflamasi'"'"? dan anti tumor karena Ganoderma lucidum
dapat menstimulasi sistem kekebalan tubuh."*"* Ganoderma lucidum juga terbukti
dapat menghambat pertumbuhan tumor paru'® dan terbukti memiliki efek’

sitotoksik terhadap sel tumor pada Leukemia Sel mononuklearik Kronik (LLK),!®
2




Polisakarida Ganoderma lucidum terbukii mempunyai aktifitas antigenotoksik
dan promosi anti tumor secara /n vitro, sehingga diperkirakan dapat berguna untuk
kemoprevensi kanker.'”

Respon imun merupakan hasil interaksi antara antigen dengan sel-sel
imunokompeten, termasuk mediator-mediator yang dihasilkannya. Fungsi utama
respon imun adalah untuk membedakan antara self ( milik tubuh sendiri ) dengan
non self, seperti halnya mikroorganisme patogen, tumor, jaringan yang
dicangkokkan , atau substansi lain yang masuk dalam tubuh.”® Pada dasarnya
respon Imun terdiri dari 3 fase : kognitif, aktivasi, efektor. Respon imun terutama
tergantung pada tiga tipe sel yaitu makrofag, limfosit T dan limfosit B."”

Sebukan sel mononuklear disekitar sel kanker secara histologik
mempunyai nilai prognostik yang baik karena kecepatan pertumbuhan sel kanker
akan menurun. Secara /nvitro, beberapa sel imun disekitar sel kanker terbukti
dapat membunuh sel kanker disekelilingnya.?®

Pendekatan imunologi terbaru dalam terapi kanker mengharapkan
stimulasi terhadap diferensiasi CTL dengan kemampuan menemukan sél tumor
secara selektif, Jelas bahwa CTL mempunyai potensi dan spesifisitas yang
diperlukan untuk pengobatan kankér manusia dan pendekatan vaksinasi dirancang
oleh banyak laboratorium guna mengeksploitasi potensi ini,*'

Sel imun yang berperan dalam perondaan imun terhadap kanker adalah sel
limfosit T sitotoksik (CTL), Sel NK (Natural Killer) dan makrofag. Setelah sel
kanker dikenal sebagai sel asing, ketiga sel imun tersebut akan menghancurkan sel

kanker.'”?*?? Sel CTL dan sel NK melakukan cara sitotoksisitas yang saina yaitu
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dengan  mengelvarkan perforin, sedangkan makrofag menggunakan cara
fagositosis.'**° Perforin dapat digunakan sebagai marker dari sel yang bersifat
sitotoksik yaitu CTL dan sel NK.*

Dalam penelitian ini akan dilihat cfek Ganoderma Ilucidum dalam
memodulasi sistem imun dan pengaruhnya terhadap pertumbuhan tumor kelenjar
susu pada mencit C3H. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat mendukung
penggunaan Ganoderma lucidum sebagai salah satu komplemen terapi kanker

baku.
1.2. PERUMUSAN MASALAH

Apakah Ganoderma lucidum dapat meningkatkan aktifitas sel mononuklear
dalam menghambat pertumbuhan adenckarsinoma mamma mencit C3H.

1.3. TUJUAN PENELITIAN

1.3.1. Tujuan umum :
Membuktikan peningkatan daya sitotoksik setelah pemberian Ganoderma

lucidum terhadap pertumbuhan in vivo adenokarsinoma mamma mencit C3H

1.3.2, Tujuan khusus :
1. Membuktikan terdapatnya perbedaan jumlah sebukan sel mononukiear

disekitar jaringan adenokarsinoma mamma mencit C3H pada kelompok




yang diberi Ganoderma lucidum dan kelompok yang tidak diberi
Ganoderma lucidum.

2. Membuktikan terdapatnya perbedaan jumlah skor ekspresi perforin sel
mononuklear (disekitar jaringan adenokarsinoma mamma mencit C3H)
pada kelompok yang diberi Ganoderma lucidum dan kelompok yang tidak
diberi Ganoderma lucidum.

3. Membuktikan terdapatnya perbedaan derajat histologik adenokarsinoma
mamma mencit C3H antara kelompok yang dibert Ganoderm& lucidum
dengan kelompok yang tidak diberi Ganoderma lucidum

4, Menganalisis hubungan antara jumlah sebukan sel mononuklear disekitar

jaringan adenokarsinoma mamma dengan skor ekspresi perforin.

Ln

Menganalisis hubungan antara jumlah sebukan sel mononuklear disekitar
jaringan adenokarsinoma mamma dengan skor derajat adenokarsinoma.
6. Menganalisis hubungan antara ekspresi perforin dengan skor derajat

adenokarsinoma mamma.

1.4. MANFAAT PENELITIAN

Apabila Ganoderma lucidum pada penelitian ini terbukti dapat meningkatkan
aktifitas sel mononuklear dalam menghambat pertumbuhan adenokarsinoma
mamma mencit C3H, maka Ganoderma lucidum dapat dimanfaatkan sebagai

komplemen terapi kanker baku,




BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

1.1. Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum yang mempunyai nama lain jamur /ing zhi atau reishi -
telah dikenal sebagai obat yang di indikasikan untuk kelelahan, asma, insomnia
dan batuk yang merupakan obat tradisional cina sejak lebih dari 4.000 tahun yang
aly, 2425:26
Reishi mengandung bahan-bahan seperti sterol, coumarin, mannitol,
polisakarida, triterpenoid dan asam ganoder)‘c” Dari beberapa penelitian terakhir
dilaporkan bahwa Ganoderma Iucidum wempunyai efek hepatoprotektif'”,
analgetik'', anti inflamasi'*'? dan anti tumor. " Ganoderma Lucidum juga terbukti
menghambat tumor paru.”’ Ganoderma lucz;dum dapat menstimulasi sistem kekebalan
tubuh. " Ganoderma lucidun juga terbukti dapat menghambat pertumbuhan tumor
paru' dan terbukti memiliki efek sitotoksik terhadap sel tumor pada Leukemia
Limfositik Kronik (LLK).'"® Polisakarida Ganoderma Iucidum terbukti mempunyai
aktifitas antigenotoksik dan promosi anti tumor sécara jn vitro, sehingga diperkirakan
dapat berguna untuk kemoprevensi kanker.'’

Penggunaan Ganoderma Ilucidum sebagai suplemen menyertai kemoterapi

terbukti dapat mencegah kerontokan rambut, fatigue, supresi sumsum tulang,




mencegah kekambuhan, menurunkan resiko metastasis dan meningkatkan kualitas
hidup penderita kanker.*®

Efek imunomodulasi dan antitumor dari Ganoderma telah dibuktikan dengan
pemberian polisakarida dari buah segar Ganoderma fucidum (PSG)Y 100 pg/ml dalam
kultur monosit-makrofag dan limfosit T manusia dengan hasil kadar IL-i8
meningkat 5,1kali, TNFo meningkat 9,8 kali dan IL-6 meningkat 29 kali dibanding
kelompok kontrol yang tidak diberi apa-apa. Pelepasan [FNy oleh sel T juga
meningkat pada pemberian PSG 25 — 100 pg/ml. Penelitian ini juga menunjukkan
terjadinya penckanan proliferasi dan klonogenisitas HL 60 dan U937 leutemic cell
fines. Sel lekemi dirangsang untuk berubah menjadi sel monosit matur yang
mengexpresikan €A dan CDOE. 'Y Bebeaapa poli - sukarida lumbuh:.m {Aloe
barbadensis miller, Lentinuss edodes, Ganoderma lucidum dan coriolus versicolor)
mempunyai aktivitas anfigenofoxic dan promosi anti tumor secara in vitro sehingga
dapat diperkirakan sebagai bahan yang berguna untuk kemoprevensi cancer.'t
Ganoderma [lucidum juga terbuktli menghambat tumor paru. Pada penelitian
menggunakan binatang coba mencit C3H yang diberi Ganoderma (sugae dengan
dosis 4-200mg/kg (dengan pelarut air) dengan cara pemberian infraperitoneal

hasilnya aktivitas NK di lien meningkat dan [FNo, IFNf, IFNy serum meningkat.*’




2.2 . RESPON IMUNOLOGIK TERHADAP SEL. TUMOR

Respon imun merupakan hasil Interaksi antara antigen dengan sel-sel
imunokompeten, termasuk mediator-mediator vyang dihasilkannya, Limfosit
merupakan unit dasar terbentuknya respon imun karena mampu berdiferensiasi
menjadi seri lainnya, juga karena berperan dalam mengenal sekaligus bereaksi
dengan antigen.'** Limfosit T dapat bertindak sebagai Lfektor dalam respon imun,
tetapi dapat pula bertindak sebagai regulator respon imun karena kemampuannya
dalam mempengaruhi aktivitas sel imunokompeten lainnya melalui limfokin yang
dilepaskannya. Limfosit T-Aelper (Th) dan T-supresor (Ts) mempengaruhi produksi
imunoglobulin oleh limfosit B. Setelah limfosit B berkontak dengan antigen
kemudian berproliferasi, sebagian berdiferenéiasi menjadi sel plasma yang berfungsi
mensintesis serta mensekresi imunoglobulin, dan sebagian lagi menjadi limfosit B
memori. '

Induksi limfosit T dalam respon imun hampir selalu bersitat makrofag
“dependent”. Makrofag berfungsi untuk memproses imunogen dan menyajikannya ke
limfosit T spesitik ( immune T cells ). Pada penelitian in vitro dapat terjadi ikatan
limfosit T dengan makrofag, Ikatan limfosit T dengan makrofag sangat dipengaruhi
oleh imunogen. Jumlah limfosit T‘yang terikat pada makrofag sangat meningkat
secara nyata pada makrofag yang terlebih dahulu dipaparkan dengan imunogen yang

dipakai untuk imunisasi.




Respon Imun pada dasarnya terdiri dari tiga fase :

a. Fase Kognitif'

Fase Kognitif dari respon imun terdiri dari pengikatan imunogen ke reseptor
spesitik dari limfosit mature yang terjadi sebelum stimulasi imunogenik. Limfosit
B memiliki molekul antibodi pada permukaannya yang dapat mengikat protein,
polisakarida, atau lipid. Sedangkan limfosit T hanya mengenal peptida yang
berikatan dengan MHC pada permukaan sel penyaji. Respon imun diawali dengan
peristiwa masuknya imunogen dan penyajian imunogen tersebut ke reseptor dari
limfosit."” |
Fase Aktivasi

Fase aktivasi dari respon imun merupakan rangkaian kejadian dimana limfosit
terinduksi sebagai konsekuensi dari pengenalan terhadap imunog;n spesifik.
Limfosit mengalami dua perubahan utama dalam respons terhadap imunogen.
Pertama, limfosit spesitik berproliferasi sehingga jumlahnya bertambah. Kedua,
limfosit tersebut bé:rdiferensiasi menjadi sel yang berfungsi mengelimirasi
imunogen asing.'” Interaksi makrofag yang menyajikan imunogen dengan
limfosit T spesifik mengakibatkan mekrofag mensekresikan IL-1 yang
menstimulasi limfosit T Aelper sehingga menghasiikan {L-2. Limfosit T helper
berproliferasi sebagal respons terhadap [L-2 tersebut. '¥ Limfosit T helper tersebut
juga menghasilkan inferleukin lain yang dapat menginduksi berbagai sel lain

seperti limfosit B, makrofag, prekursor limfosit T sitotoksik, dan sel endotelial




¢. Fase Efektor
Fase Efektor dari respons imun adalah tahap pada waktu limfosit telah
teraktifkan oleh Imunogen dan dalam keadaan yang dapat berfungsi
mengelimizasi imunogen tersebut.'’ Pada fase Efektor, imunogen tidak lagi
berperan kecuali sebagai suatu target untuk dihancurkz;n. 19,34
Fungsi sistem imun adalah fungsi protektif dengan mengenal dan menghancurkan
sel-sel abnormal itu sebelum berkembang menjadi tumor atau membunuhnya kalau
tumor itu sudah tumbuh. Peran sistem imun ini disebut immune surverillance, oleh
karena itu maka sel-sel Efektor seperti limfosit B, T-sitotoksik dan sel NK harus
mampu mengenal antigen tumor dan memperantarai/menyebabkan kematian sel-sel
tumor, '
Beberapa bukti yang mendukung bahwa ada peran sistem imun dalam
melawan ;{umor ganas diperoleh dari beberapa penelitian, diantaranya yang
mendukung teori itu adalah:1) Banyak tumor mengandung infiltrasi sel-sel
mononuklear yang terdiri atas sel T,Sel NK dan Makrofag; 2) tumor dapat mengalami
regresi secara spontan; 3) tumor lebih sering berkembang pada individu dengan
imunodefisiensi atau bila fungsi sistem imun tidak efektif’ . bahkan imunosupresi
seringkali mendahului pertumbuhan tumor; 4) dilain tihak tumor seringkali
menyebabkan imunosupresi pada penderita. Bukti lain yang juga mendukung bahwa
tumor dapat merangsang sistem imun adalah ditemukannya limfosit berproliterasi

dalam kelenjar getah bening yang merupakan draining sites dari pertumbuhan tumor
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disertai peningkatan ekspresi MHC dan /nterseluler adhesion molecule (ICAM) yang
mengindikasikan sistem imun yang aktif. "

Sebukan limfosit disekitar sel kanker secara histologik mempunyai nilai
prognostik yang baik karena kecepatan pertumbuhan sel kanker akan menurun.
Secara invitro, beberapa sel imun disekitar sel kanker terbukti dapat membunuh sel

kanker disekelilingnya.'*?°

Hubungan antara banyaknya limfosit yang ditemukan
diantara kélompok sel kanker secara histopatologi dengan prognosis penderita telah
ditunjukkan pada kanker leher rahim.® |
Sel imun yang berada disekitar sel kanker yang berperan dalam perondaan
terhadap kanker adalah limfosit T sitotoksik (CTL), Sel NK (Natural Killer) dan
makrofag . Sctelah mengenal sel kanker sebagai sel asing, ketiga sel imun tersebut
akan menghancurkan sel kanker'"?*?2,
Sel CTL dan sel NK melakukan cara sitotoksisitas yang sama vaitu dengan
mengeluarkan perforin, sedangkan makrofag menggunakan cara fagositosis '**",
Dalam memproses antigen tumor in vivo akan melibatkan baik respon imun
humoral maupun seluler. Sampai saat ini belum ada bukti antibodi secara sendiri
dapat menghambat perkembangan / pertumbuhan sel tumor. Dengan demikian respon
imun humoral dalam bentuk antibodi terhadap tumor selalu memerlukan bantuan

. 930
efektor imun seluler. '
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Komponen efektor pada sistem imun yang memiliki kemampuan bereaksi dengan
sel tumor ialah limfosit T, antibody-derperndernt cerllular cytotoxicity (ADCC), sel

NK dan makrofag.

2.3, Meckanisme efektor dalam melawan tumor

2.3.1. Peran makrofag dalam respon antitumor.

Makrotag juga berperan dalam pertahanan melawan sel tumor baik bertindak
sebagai APC dalam mengolah dan mempresentasikan antigen tumor kepada sel 7'
helper, maupun bertindak langsung sebagai efektor dengan melisiskan sel
tumor. "

Makrofag yang berperan dalam mekanisme tersebut adalah ‘makrofag aktit
vaitu makrofag yang telah diaktifasi oleh MAF, suatu sitokin yang dihasilkan
limfosit T yang distimulasi antigen.Makrofag yang tidak aktit telah dibuktikan
tidak memiliki kemampuan melisis sel tumor." |

Seperti juga pada sel NK, mekanisme pengenalan sel tumor sasaran oleh
makrofag juga belum- jelas. Sedangkan kemampuan untuk berikatan dengan sel
tumor terjadi karena sel makrofag juga memiliki reseptor Fe dari 1gG, sehingga
dapat bekerja sama dengan IgG dalam melisiskan sel tumor. Penyebab terjadinya
lisis sel tumor disebabkan oleh pengaruh enzim lisosomal, metabolit yang reaktit
terhadap oksigen dan NO. Makrofag aktit juga mensekresi sitokin antara lain 1L-

12 dan Twumor Necrosis FFactor (TNF). IL-12 berperan memacu proliferasi dan
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aktivasi se] T CD4+, sel T CD8+ serta sel NK. TNF, sesuai namanya mampu
melisis sel tumor melalui cara : 1) TNF berikatan dengan reseptor permukaan
dari sel tumor dan secara langsung melisis sel tumor. 2) TNF dapat menyebabkan

nekrosis dari sel tumor dengan cara memobilisasi berbagai respon imun tubuh. 9

2.3.2. Antibodi yang diprodukst limfosit B berperan dalam sitotoksisitas sel tumor

Selain limfosit B berperan dalam membentuk antibodi spesiﬁk terhadap
antigen tumor,juga berperan dalam mengikat, memproses dan mempresen tasikan
antigen tumor untuk menginduksi sel Th agar menghasilkan respon pada sel
tumor. Fungsi yang terakhir disebutkan adalah kapasitas limfosit B sebagai
Antigern Prersenting Cells (APC). Meékipun pada tumor, imunitas selular lebih
banyak berperan daripada imunitas humoral, tetapi tubuh membentuk juga
antibodi terhadap antigen tumor. Antibodi tersebut ternyata dapat menghancurkan
sel tumor secara langsung atau dengan bantuan komplemen, atau melalui sel
Efektor ADCC yang memiliki reseptor F¢ misalnya sel K dan makrofag
(opsonisasi ) atau dengan jalan mencegah adhesi sel tumor. Pada penderita kanker
sering ditemukan kompleks imun, tetapi pada kebanyakan kanker sifatnya masih
.belum jelas.

Antibodi diduga lebih berperanan terhadap sel yang bebas (leukemia,
metastase tumor) dibanding terhadap tumor yang padat, mungkin dengan
membentuk kompleks imun dan dengan demikinn mencegah sitoloksisitng g¢l T, 9
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2.3.3. Limfosit T sebagai Efektor anti tumor

Subpopulasi limfosit T, limfosit T-helper dan T- sitotoksik sama-sama
berperan dalam mengelim/rasi antigen tumor. Sel yang mengandung antigen
tumor akan mengekspresikan antigennya bersama molekul MHC kelas [ yang
kemudian membentuk komplek melalui TCR (7-ce// Receptor) dari sel T-
sitotoksik (CD8), mengaktivasi sel T-sitotoksik untuk menghancurkan sel tumor
tersebut. Sebagian kecil dari sel tumor juga mengekspresikan antigen tumor
bersama molekul MHC kelas II, sehingga dapat dikenali dan membentuk komplek
dengan limfosit T-kelper (CD4) dan mengaktivasi sel T-helper terutama subset
Thl untuk mensekresi limfokin IFN-y dan TNF-o di mana keduvanya akan
merangsang sel tumor untuk lebih banyak lagi mengekspresikan molekul MHC
kelas I, sehingga akan lebih mengoptimalkan sitotoksisitas dari sel T-sitotoksik
(CDS).N’M

Pada banyak penelitian terbukti bahwa sebagian besar sel Efektor yang
berperan dalam mekanisme anti tumor adalah sel T CD8, yang secara fenotip dan
fungsional identik dengan CTL yang berperan dalam pembunuhan sel yang
terinfeksi virus atau sel alogenik. CTL ddpat melakukan fungsi surveillance
dengén mengenal dan membunuh sel-sel potensial ganas yang mengekspresikan
pepetida yang berasal dari protein seluler mutant atau protein virus onkogenik
yang dipresentasikan oleh molekul MHC kelas 1. Limfosit T yang mengintiltrasi

jaringan tumor (Tumor Infiltrating Lymphocyte = TIL) juga mengandung set CTL
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yang memiliki kemampuan melisiskan sel tumor. Walaupun respon CTL mungkin
tidak efektit untuk menghancurkan tumor, peningkatan respon CTL merupakan
cara pendekatan terapi antitumor yang menjanjikan dimasa mendatang. Sel T
CD4" pada umumnya tidak bersifat sitotoksik bagi tumor, tetapi sel-sel itu dapat
berperan dalam respon antitumor dengan memproduksi berbagai  sifokin yahg
diperlukan untuk perkembangan sel-sel CTL menjadi sel Etektor. Di samping itu
sel T CD4" yang diaktifasi oleh antigen tumor dapat mensekresi TNF dan [FNy
yang mampu meningkatkan ekspresi molekul MHC kelas I dan sensitivitas tumor
terhadap lisis oleh sel CTL. Ada juga kemungkinan bahwa sel CD4" yang
spesifik tumor meningkatkan respon DTH terhadap tumor. Sebagian kecil tumor
yang mengekspresikan MHC kelas IT dapat mengaktivasi sel CD4”  spesifik
tumor secara langsung, yang lebih sering terjadi adalah bahwa APC professional
yang mengekspresikan molekul MHC kelas IT meng-fagositosis, memproses dan
menampilkan protein yang berasal dari se-sel tumor yang mati kepada sel T

CD4", sehingga terjadi aktivasi sel-sel tersebut.'”

2.3.4. Sel Natural Killer sebagai efektor anti tumor

13

Sel NK merupakan komponen utama dari perondaan imun, yang dapat
bekerja sebagai sel efektor dari imunitas natural maupun spesifik / adaptif.
Mekanisme Efektor sel NK mirip dengan sel T- sitotoksik (CD8), vang

membedakan adalah bahwa sel NK. melakukan sitotoksisitas terhadap sel tumor
| 15




tanpa melalui ekspresi antigen tumor bersama molekul MHC kelas | * (MHC-
unrestricted manner)”. Secara in vitro, sel NK dapat melisis sel terinfeksi virus
dan cell line dari tumor terutama tumor hematopoetik. Sebagian dari populasi sel
NK dapat melisis sel target yang diopsonisasi oleh antibodi, terutama dari kelas
IgG karena sel NK memiliki reseptor FeyRIII atau CD16 untuk Fc dari [gG.
Kapasitas tumorisidal dari sel NK akan ditingkatkan oleh berbagai sitokin,
diantaranya [FN, TNF, IL-2 dan IL-12. Konsep ini diadaptasikan dalam
imunoterapi tumor menggunakan LAK (Lymphokine-activated Killer), yaitu sel
mononuklear perifer yang dikultur secara in vitro dengan penambahan 1L-2 dosis
tinggi.'%3

Sitotoksisitas alami yang diperankan oleh sel NK merupakan mekanisme
efektor yang sangat penting dalam melawan tumor. Sel NK adalah sel efektor
dengan sitotoksisitas spontan terhadap berbagai jenis sel sasaran; sel-sel efektor
ini tidak memiliki sifat-sifat klasik dari makrofag, granulosit maupun CTL, dan
sitotoksisitasnya tidak bergantung pada MHC.*

Sel NK dapat berperan baik dalam respons imun nonspesifik maupun spesifik
terhadap tumor, dapat diaktivasi langsung melalui pengenalan antigen tumor atau
sebagai akibat aktivitas sitokin yang diproduksi oleh limfosit T spesitik tumor.
Mekanisme lisis yang digunakan sama dengan mekanisme yang digunakan oleh
sel T CD8" untuk membunuh sel, tetapi sel NK tidak mengekspresikan TCR dan
mempunyai rentang spesitisitas yang lebar. Sel Nk dapat membunuh sel terinfeksi
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virus dan sel-sel tumor tertentu, khususnya tumor hemopoetik, in vitro. Sel NK
tidak dapat melisiskan sel yvang mengekspresikan MHC, tetapi sebaliknya sel
tumor yang tidak mengekspresikan MHC, yang biasanya terhindar dari lisis oleh
CTL, justru merupakan sasaran yang baik untuk dilisiskan (:iéh sel NK. Sel NK
dapat diarahkan untuk melisiskan sel yang dilapisi imunoglobulin karena ia
mempunyai reseptor Fc (FeRIIT atau CD 16) untuk molekul IgG." Disamping itu
penelitian-penelitian terakhir mengungkapkan bahwa pengikatan sel NK pada sel
sasaran juga dapat terjadi melalus reseptor khusus yang berbeda dengan reseptor
Fc, yaitu reseptor NKR-P1,yang mengikat moleku! semacam lektin.*

Aktivitas sel NK dihambat oleh antigen HLA-G, apabila diekspresikan oleh
sel tumor, mengakibatkan sel tumor terhindar dari upaya lisis oleh sel NK,
Walaupun antigen HLA-G jarang dickspresikan pada tumor, transkripnya berupa
mRNA cukup se.ring dijumpai pada berbagai jenis tumor, sehingga diduga
ekspresi antigen HLA-G dikontrol ditingkat pasca transkripsi. Apabila tumor
tidak mengekspresikan antigen HLA-G, sulit baginya untuk menghindarkan lisis
oleh sel NK, sekalipun tumor telah berupaya menghindar dari lisis oleh sel T
sitotoksik dengan tidak mengekspresikan antigen MHC yang lain™.

Kemampuan sel NK membunuh sel tumor ditingkatkan oleh sitokin, termasuk
IFN, TNF, IL-2 dan IL-12. Karena itu peran sel NK dalam aktivitas anti tumor
bergantung pada rangsangan yang terjadi secara bersamaan pada sel T dan
makrofag yang memproduksi sitokin tersebut'®. Ketiga jenis IFN (a,B,y) dapat
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meningkatkan fungsi sel NK. IFN mengubah pre-NK menjadi sel NK yang
mampu mengenal dan melisiskan sel sasaran, mempermudah Interaksi dengan
dan lisis sel sasaran.’ Sel NK mungkin berperan dalam immune surveillance
terhadap tumor yang sedang tumbuh, khususnya tumor yang mengekspresikan
antigen virus." Aktivitas sel NK sering  dihubungkan dengan prognosis.
Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa ada korelasi antara penurunan
kemampuan sitotoksisitas sel NK dengan peningkatan resiko metastasis. Dari
penelitian-penelitian itu disimpulkan bahwa sitotoksisitas alami dapat berperan
dalam mencegah pertumbuhan kanker dan metastasis.®
Yang menarik adalah peran sel NK yang diaktifkan dengan stimulasi [L-2
dalam membunuh sel tumor.Sel-sel itu yang disebut lvmphokine activated killer
cells (LAK cells) dapat diperoleh ir vitro dengan mamberikan [L-2 dosis tinggi
pada biakan secl-sel limfosit darah perifer atau sel-sel Twumor Infiltrating
Lymphocytes (TIL) yang berasal dari penderita kanker. Sel-sel yang diaktifkan
oleh limfokin (L.AK cells) menunjukan peningkatan aktivitas sitotoksik yang
sangat jelas. Besar kemungkinan bahwa sel LAK dapat digunakan dikemudian
hari dalam imunoterapi adaptif. 1933
Sel NK juga mempunyai peran penting éala.m mencegah metastasis dengan
meng-eliminasi sel tumor yang terdapat dalam sirkulasi. Hal itu dibuktikan
dengan berbagai penelitian. Salah satu diantaranya mengungkapkan bahwa 90-
99% sel tumor yang dimasukkan intravena akan hilang dalam 24 jam pertama,
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dan hal ini mempunyai hubungan bermakna dengan jumlah dan aktivitas sel NK.
Percobaan menggunakan NK yang di-aktivasi dengan cyclophosphamide (cy)
menunjukkan bahwa sei-sel itu gagal mencegah metastasis.”®

Setelah mengenal sel tumor dengan caranya masing-masing, CTL dan sel NK
melepas granula azurofilik. Granula ini akan menyelubungi sel target, kemudian
akan bersatu dengan membrane sel target (eksositosis)."”’ Granula CTL dan sel
NK mengandung perforin, sitotoksin, serine esterase (granzyme) dan
proteoglikan,'**® Perforin akan menimbulkan lubang pada membran sel target
(sel tumor), dimana lubang tersebut merupakan pintu masuk bagi molekul
sitotoksik lainnya dalam sitoplasma dan inti sel yang menyebabkan kematian dari
sel target, [923:37.3839

Dalam membunuh sel target ini melibatkan ekspresi permukaan FAS Ligan
yang dipengaruhi reseptor, yang dapat mengakibatkan cross link sel target

sehingga memicu kematian endogen ( dikaitkan dengan apoptosis) *"***

secara
bersama-sama jalur granul {eksositosis dan FASL). Granzym akan mengaktifkan
procaspase endogen pada sel target. Aktititas caspase merupakan bagian dari jalur
kematian apoptotic pada umumnya. Iphibitor caspase akan menghambat
apoptosis dari jalur rusaknya nucleus; tetapi 'tidak menghambat apoptosis karena

kerusakan yang bukan dari kerusakan inti tetapi hilangnya mitokondria

potensial.>’
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CTL dan sel NK tidak akan terlisis oleh perforinnya sendiri yang lepas karena

ikatan antara CTL dan NK lemah terhadap perforin (oleh karena histon H2B)**

CTL/NK

l

Degranulation

A 4

] TeR | I Corticosteroid | ] Irradiation H Etoposide |

asL

I Spontaneous l /
\ \ | Receptc:}_r— lpas DNA damage
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FLICE Caspase PARP cleavage
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/ ; Membran
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Apoptotic T Memprane biebbing
> Death LYSIS
Pathway

Gambar 1, Jalur Kematian Sel Target yang dipengaruhi oleh CTL/NK®’

2.4. PERAN BIOLOGIK INTERLEUKIN-2

Interleukin-2 merupakan glikoprotein dengan berat molekul berkisar antara 14

hingga 17 kD. Glikoprotein ini dikede oleh gen tunggal yang terletak pada

kromosom nomor 4, Sitokin ini terutama dihasilkan oleh sel CD4" bila teraktivasi

oleh antigen, sedikit dihasilkan oleh sel CD8",
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Fungsi utama IL-2 adalah mempengaruhi sel CD4" dan CD8" yang
memproduksinya (autokrin) atau pada sel tetangganya (parakrin). Efek yang
ditimbulkan oleh IL-2 adalah memacu perkembangan se! T dari fase G1 ke fase
sintesa, merangsang tahap sintesa [L-2 selanjutnya oleh sel T dalam waktu 24 jam
setelah teraktivasi akan merangsang pembentukan sitokin lain yaitu interferon
gamma dan limfotoksin, juga meningkatkan sintesa p55 yaitu reseptor IL-2
sendiri, meningkatkan pertumbuhan dan fungsi sitolitik sel NK. Oleh karena
fungsinya sangat berkaitan deugan sistem imun maka kuantitas sintesis [L-2

sangat menentukan respon imun. "

2.5, ANATOMI DAN HISTOLOGI KELENJAR PAYUDARA

Kélenjar ini khas untuk golongan mamalia. Jumlah kelenjar berbeda tergantung
jenis spesies. Pada manusia terdapat satu pasang kelenjar. Secara embriologik,
payudara manusia berasal dari penebalan ektodermal pada sisi dada dari ketiak
kearah vulva pada kedua sisinya. Penebalan bilateral ini {(milk streak) timbul pada
minggu keenam kehidupan mudigah (foeta!/ life). Pada minggu kesembilan,
penebalan ini menjadai atrofi, kecuali padfx daerah dada dan puncak papilla
nampak sebagai daerah proliferasi sel basal. Akhir bulan ketiga gestasi , sel
skuamosa dari permukaan mulai invasi kepuncak papila. Saluran kelenjar
payudara tumbuh berasal dari daerah ini dan berakhir pada puncak lobular yang

mana proliferasi keasini seiring dengan maturitas seksual. Kelenjar payudara
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dewasa terletak dfantara lapisan luar dan dalam fasia pektoralis superfisialis
dinding dada depan, berada pada celah iga depan ke dua sampai ke tujuh. Dimensi
kepala-ekor antar 10 -12 cm, dan ketebalan kelenjar maksimum 3 — § cm.
Payudara non laktasi mempunyai berat 150 — 200 gram dan kelenjar yang
mengalami laktasi mempunyal berat 400 — 500 gram. Kelenjar payudara
merupakan kelenjar tubuloalveolar terdiri atas 15 — 25 lobus yang berfungsi
mengeluarkan air susu. Setiap lobus terpisah oleh jaringan ikat padat dan banyak
Jaringan lemak yang sesungguhnya merupakan kelenjar itu sendiri dengan saluran
laktiferus ekskretorius, Saluran ini mempunyai panjang 2 — 4,5 cm yang bermuara
pada papila m'amma, terdapat 15 — 25 m.‘uara dan setiap muara berdiameter 0,5
mm. Susunan histologik kelenjar payudara beragam sesuai jenis kelamin, umur

dan keadaan fisiologiknya.*’

2,6. KANKER PAYUDARA

2.6.1. [Insidens dan Epidemiologi
Kanker payudara merupakan keganasan yang banyak diderita wanita saat
ini. Di Amerika pada tahun 1993, angka kejadian kanker adalah 28 per 100.00
populasi. Singapura pada tahun 1990, kanker payudara merupakan urutan teratas
dari seluruh keganasan pada wanita dengan insidens 500 kasus baru dan
diperkirakan menjadi 1.000 kasus baru pada tahun 2000°. Di India pada tahun

1990, kanker payudara menduduki urutan kedua dengan frekuensi 15,81% dari
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seluruh keganasan pada wanita atau 14,15 per 100.000 populasi®, Data Badan
Registrasi Kanker Ikatan Ahli Patologi Indonesia (BRK-IAPI) 1994
memperlihatkan bahwa frekwensi kanker payudara pada wanita di Indonesia
(12,60%) menduduki urutan kedua tertinggi setelah kanker rahim (18,86%).'3 Di
Semarang pada tahun 2001, ditemukan kasus kanker payudara sebanyak 769
kasus dan insiden ini berada pada urutan tertinggi kedua setelah kanker mulut
rahim. Insiden puncak pada kelompok umur 45-54 tahun insiden semakin
meningkat sesuai dengan bertambahnya umur. Secara Histopatologi kasus yang

tertinggi adalah tipe karsinoma duktus infiltratif (88,3%)".

2.6.2. Etiologi dan patogenesis
Kanker mamma dapat terjadi pada semua golongail umur dengan puncak
insidensi pada saat atau sesudah menopause. Kanker mamma lebih sering
menyerang mamma daripada mamma kanan. Hal ini mungkin disebabkan oleh
karena pada umumnya mamma sebelah kiri lebih besar daripada sebelah kanan
dan frekuensi terbanyak terjadi pada kuadran lateral atas mamma.*?
Ada 3 pengaruh penting pada kanker mamma :
a. Faktor genetik
Faktor genetik berpengaruh dalam peningkatan terjadinya kanker mamma.
Pada percobaan tikus dengan galur sensitif kanker, melalui persilangan
genetik didapatkan tikus yang terkena kanker . Ada faktor turunan pada suatu
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keluarga yang terkena kanker mamma. kelainan ini diketahui terletak dilokus
kecil di kromosom 17q21 pada kanker mamma yang timbul saat usia
muda.***!

Hormon

Kelebihan hormon estrogen endogen atau lebih tepatnya terjadi ketidak
seimbangan hormon terlihat sangat jelas pada kanker payudara. Banyak faktor
resiko yang dapat disebutkan seperti masa reproduksi yang lama, nulipara.dan
usia tua saat mempunyai anak pertama akan meningkatkan estrogen pada
siklus menstruasi. Wanita pasca menopause dengan tumor ovarium fungsional
dapat terkena kanker payudara karena adanya hormon estrogen berlebihan,
Suatu penelitian menyebuthan bahwa kelebihan jumlah estrogen di air seni,
frekuensi  ovulasi, dan umur saat menstruasi dihubungkan. dengan
meningkatnya resiko terkena kanker mamma. Epitel mamma normal memiliki
reseptor estrogen dan progesteron. Kedua reseptor ditemukan pada sebagian
besar kanker payudara. Berbagai bentuk growth promoters (transforming
growth factor-alpha / epithelial growth factor, platelet- derived growth
facior), fibroblast growth factor dan growth inhibitor disekresi oleh sel
kanker payudara manusia. Banyak. pel;elitian menyatakan bahwa growth

promoters terlibat dalam mekanisme autokrin dari tumor. Produksi GF

tergantung pada hormon estrogen, sehingga Interaksi antara hormon di
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sirkulasi , reseptor hormon di sel kanker dan GF autokrin merangsang scl
tumor menjadi lebih progresif.™ |

¢. Faktor lingkungan
Pengaruh lingkungan diduga karena berbagai faktor antara lain : alkohol, diet
tinggi lemak, kecanduan minum kopi, dan infeksi virus. Hal tersebut mungkin

mempengaruhi onkogen dan gen supresi tumor dari kanker payudara.*

2.6.3. Klasifikasi
Berdasarkan gambaran histologis, WHO membuat klasifikasi kanker mamma
sebagai berikut.”’
a. Kanker Payudara Non Infiltratif
I. Karsinoma intraduktus
Karsinoma intraduktus adalah karsinoma yang mengenai duktus
disertai Infiltrasi jaringan stroma sekitar. Terdapat 5 subtipe darni
karsinoma intraduktus, vaitu: komedokarsinoma, solid, kribriformis,
papiler, dan mikrokapiler,
Komedokarsinoma ditandai dengan sel-sel yang berproliferasi cepat dan
memiliki derajat kepganasan tinggi. Karsinoma jenis ini dapat meluas ke
duktus ekskretorius utama, kemudian menginfiltrasi papilla dan areola,
schingga dépat menyebabkan penyakit Paget pada payudara.
2. Karsinoma lobular in situ
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Karsinoma ini ditandai dengan pelebaran satu atau lebih duktus
terminal dan atau duktulus, tanpa disertai infiltrasi ke dalam stroma. Sel-
sel berukuran lebih besar dari normal, inti bulat kecil dan jarang disertai

mitosis.

b. Kanker Payudara Infiltratif

1.

Karsinoma duktus infiliratif

Karsinoma jenis ini merupakan bentuk paling umum dari kanker mamma.
Karsinoma duktus infiltratif merupakan 65-80% dari karsinoma mamma.
Secara hstologis, jaringan ikat padat tersebar berbentuk sarang atau beralur-
alur. Sel berbentuk bulat sampai poligonal, bentuk inti kecil dengan sedikit
gambaran mitosis. Pada tepi tumor, tampak sel kanker mengadakan infiltrasi
ke jaringan sekitar seperti sarang, kawat atau seperti kelenjar. Jenis ini disebut
juga sebagai infiltrating ductus carcinoma not otherrwiser spercifierd (NOS),
scirrhous carcinoma, infiltrating carcinoma, atau carcinoma simplersx.
Karsinoma lobular invasive

Jenis ini merupakan karsinoma infiltratif yang tersusun atas sel-sel berukuran
kecil dan seragam dengan sedikit pleimqrﬁsme. Karsinoma lobular invasive
biasanya memiliki tingkat mitosis rendah. Sel infiltratif biasanya tersusun
konsentris disekitar duktus berbentuk seperti target. Sel tumor dapat

berbentuk signert-ring, tubulfoalveolar, atau solid.

3, Karsinoma musinosum




Pada karsinoma musinosum ini didapatkan sejumlah besar mucus /ntra dan
ekstraseluler yang dapat dilihat secara makroskopis maupun mikroskopis.
Secara histologis, terdapat 3 bentuk sel kanker. Bentuk pertama, sel tampak
seperti pulau-pulau kecil yang mengambang dalam cairan musin basofilik.
Bentuk kedua, sel tumbuh dalam susunan kelenjar berbatas jelas dan
lumennya mengandung musin. Benyuk ketiga terdiri dari susunan jaringan
vang tidak teratur berisi sel tumor tanpa diferensiasi, sebagian besar sel
berbentuk signert-ring.

4. Karsinoma meduler
Sel berukuran besar berbentuk polygonal/lonjong dengan batas sitoplasma
tidak jelas. Diferensiasi dari jenis ini buruk, tetapi memiliki prognosis lebih
baik daripada karsinoma duktus infiltratif. Biasanya terdapat infiltrasi
limfosit yang nyata dalam jumlah sedang diantara sel kanker, terutama
dibagian tepi jaringan kanker.

5. Karsinoma papiler invasive
Komponen invasive dari jenis karsinoma ini berbentilk papiler.

6. Karsinoma tubuler
Pada karsinoma tubuler, bentuk sel teratur dan tersusun secara tubuler selapis,
dikelilingi oleh stroma fibrous. Jenis ini merupakan karsinoma dengan
diferensiasi tinggi.

7. Karsinoma adenokistik




Jenis ini merupakan karsinoma invasive dengan karakteristik sel yang
berbentuk kribriformis. Sangat jarang ditemukan pada payudara.
8. Karsinoma apokrin
Karsinoma ini didominasi dengan sel yang memiliki sitoplasma eosinofilik,
sehingga menyerupai sel apokriz yang mengalami metaplasia. Bentuk
karsinoma apokrin dapat ditemukan juga pada jenis karsinoma _payudara yang
lain™.
Berdasarkan gambaran gejala klinik, The Amerrican Joint Comitte menyusun
pentahapan kanker untuk karsinoma payudara sebagai berikut:
a. Stadium Tis - kanker insitu (lobular insitu, intra duktus murni, dan penya
kit paget papilla putting susu tanpa tumor yang dapatdiraba),
b. Stadium | : Tumor dengan diameter terbesar 2 em atau kurang dan tanpa
penyebaran iauh atau regional,
¢. Stadium If : Tumor dengan diameter lebih besar dari 2 cm tetapi kurang
dari 5 cm pada ukuran terbesar, tetapi tanpa penyebaran jauh,
d. Stadium III(A) : Tumor dengan diaineter 5 cm atau lebih, dengan atau tanpa
penyebaran homolateral regional (lokal) yang dapat atau
tidak terfiksasi, tetapi tanpa penyebaran jauh.
e.Stadium III(B) : Tumor dengan diameter 5 cm atau lebih, dengan metastasis
homolateral ke kelenjar getah bening supraklavikular dan

intraklavikular.




f. Stadivm IV

intraklavikular,

: Tumor untuk setiap ukuran dengan atau tanpa penyebaran

regional tapi dengan tanda-tanda metastasis jauh.

Apabila dilihat dari derajat histopatologik, adenokarsinoma mamma menurut

"Nottingham Modification of The Bloom- Richardson System'”

Skor

1

2

3

Formasi tubuler

Terdapat formasi
Tubuler > 75 %

Terdapat formasi
Tubuler 10 -75 %

Terdapat formasi
Tubuler < 10 %

Inti pleimorfik

Terdapat variasi
Minimal dari
bentuk dan ukuran
inti

Terdapat  variasi
moderat dart
bentuk dan ukuran
Inti

Terdapat variasi
yang nyata dari
bentuk dan
ukuran Inti

Jumlah mitosis/
LPK

0-5

6-10

>11

Skor total yang dapat menunjukkan derajat keganasan kanker payudara sebagai

berikut

Skor total

Derajat I (keganasan rendah)

Derajat II (keganasan sedang)

Derajat III (keganasan tinggi)

3-5

6-7

3-9

2,7, PEWARNAAN IMUNOHISTOKIMIA

Prinsip pewarnaan imunohistokimia / imuncenzim adalah reaksi

antigen dan antibodi dimana antibodi dilabel oleh suatu enzim yang akan tercat

dengan suatu kromogen. lkatan enzim-antibodi menyebabkan perubahan
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warna yang terlihat dengan pelﬂberian substrat dan kromogen pada jaringan.
Metode pewarnaan ada 2 macam yaitu (1) langsung yang kurang sensitive
dibanding (2) tak langsung. Penelitian ini memakai jenis tak langsung dengan
teknik Avidin-Biotin-peroxidase Complex (ABC) yang dapat dipakai pada
paraffin embedded tissue dengan tiksasi formalin. Antibodi primer diikat
dengan Avidin-Biotin-peroxidase conjugate oleh antibodi sekunder. Ikatan ini
menunjukkan lokasi antigen yang berwarna coklat pada potongan jaringan jika
diberi kromogen Diaminobensen (DAB). Selain dapat mengetahui lokasi
terdapatnya antigen pada jaringan, sediaan / preparat yang diwarnai dengan

imunohistokimia ini dapat disimpan lama.**

METODE LANGSUNG METODE TAK LANGSUNG
- >— e
P /\/LS'\ PN PN e .
METODE PEROKSIDASE-ANTI[-PEROKSIDASE METODE AVIDIN-BIOTIN
[ ]
_< : ole
. o [ ] [ ]

A

Pt N e D e, U i

METODE KOMPLEKS AVIDIN-BIOTIN.PEROKSIDASE

Keterangan gambar :
N\, Antigen >— Antibodi

. label enzim

+ avidin O biotin
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2.8.2, KERANGKA KONSEP

Ganoderma [
L !ucz‘du’;n I Jumlah sel mononuklear dj sekitﬂ

l Jaringan adenokarsinoma
' Jumlah ekspresi perforin sel
SEL ‘ l ’ SISTEM | AR
mononuklear di sekitar Jaringan
@NKER IMUN adenokarsinoma
Derajat histologik adeno
karsinoma mamma

2.8.3. HIPOTESIS
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini ialah :

L.

Jumlah sel mononuklear disekitar jaringan adenokarsinoma manuna

mencit C3H lebih banyak pada mencit yang diberi Ganoderma lucidum,
2. Jumlah ekspresi perforin  sel mononuklear  disekitar Jjaringan
adenokarsinoma mamma lebih banyak pada mencit C3H yang diberi

Ganoderma lucidum

Derajat histopatologik adenokarsinoma mamma mencit C3H yang diberi
Ganoderma lucidum terlihat lebih rendah.
4. Terdapat hubungan antara jumlah sebukan sel mononuklear disekitar

Jaringan adenokarsinoma mamma dengan jumlah ekspresi perforin,
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Terdapat hubungan antara jumlah sebukan sel mononuklear disekitar
jaringan adenokarsinoma mamma dengan skor derajat adenokarsinoma
mamma,

Terdapat hubungan antara skor ekspresi perforin dengan skor derajat

adenokarsinoma manima.

(% )
(%)




BAB III

METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan penelitian :
'Penelitian ini merupakan penelittan eksperimental laboratorik dengan disain
"Post test only control group design". Kelompok penelitian dibagi menjadi 3 yaitu
kelompok kontrol (K), Perlakuan 1 (Pi), Perlakuan 2 (P2) Adapun pembagian
kelompok perlakuan adalah sebagai berikut:
K : Kelompok control, mencit yang di inokulasi sel kanker.
P1 : Kelompok perlakuan 1, mencit yang mendapat Ganoderma lucidum,
kemudian diinokulasi sel kanker.
P2 : Kelompok perlakuan 2, mencit yang di inokulasi sel kanker, setelah timbul

benjolan kemudian mendapat Ganoderma lucidum.

Skema rancangan penelitian adalah sebagai berikut:

Inokulasi
K e— Jminggy — ¢ T
Inokulasi
P1 &— 3 minggu - 3 minggy —e T
PSS 17177014 {c 1 14 R
Inokulasi -
J' » benjolan
P2 . o 3 minggu ——e 34
—— Ganoderma [Er——




3.2. SAMPEL PENELITIAN

Hewan coba adalah mencit strain C3H yang diperoleh dari Laboratorium
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.
Kriteria Inklusi:
a. Mencit betina
b. Strain C3H
c. Berat badan 20-30gram
d. Selama observasi 7 hari sebelum perlakuan tidak sakit.
e. Tidak ada abnormalitas anatomis yang tampak
Kriteria Eksklusi:
a. Berat badan kurang dari 20 gram |
b. Selama observasi 7 hari mencit tampak sakit (gerakan tidak aktif)
¢. Terdapat abnormalitas anatomi .
d. Mencit mati selama perlakuan berlangsung (drop out)
Besar sampel menurut WHO tiap kelompok minimal 5 ekor,”” pada penelitian ini
jumlah sampel yang digunakan tiap kelompok 8 ekor mencit.
Randomisasi: é4 mengcit dikclompokkan secara ran,dom menjadi 3 kelompok yaitu;
Kelompok K : 8 mencit
Kelompok P1: 8 mencit

Kelompok P2 : § mencit.
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3.3. WAKTU DAN LOKASI PENELITIAN

Penelitian dan pengumpulan data dilakukan selama 6 bulan.
Perlakuan pada mencit dilakukan di Laboratorium Histologi FK UNDIP, proses
pengambilan jaringan dilakukan di Laboratorium Bioteknologi FK UNDIP, proses
pembuatan blok parafin sampai pewarnaan HE dilakukan di Laboratorium Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang dan Pewarnaan
imunoperoksidase dilakukan di Llaboratorium Patologi Anatomi FK UGM/ RSUP

Dr. Sardjito Yogyakarta.

3.4.VARIABEL PE NELITIAN

3.4.1.Variabel bebas

Sebagai variabel bebas adalah pemmberian Ganoderma tucidum

3.4.2.Variabel perantara

Sebagai variabel perantara adalah sel tumor yang diinokulasi pada mencit.

3.4.3. Variabel tergantung

Sebagai variabel tergantung adalah :




1.

2.

Sebukan sel mononuklear sekitur jaringan tumor adalah: sebaran sel
mononuklear sekitar jaringan tumor (pembesaran 400X). Dengan pemberian

nilai dilakukan sebagai berikut™ ;

o Tidakada............c..coooiii i a0
o Sedikit (sampai dengan Ya LPB)... ..ol
e Sedang (1/4 sampai dengan 1/2LPB)...... ...l 2

(V8]

e Banyak (lebithdari 1/2LPB).........oooii i

Produk Perforin dengan pewarnaan antibody monocional anti-perforin pada
seluruh jaringan tumor adenokarsinoma.

Skor produksi pertorin sel mononuklear:

Skor 1 = Jumlah sel .monb.nuklear yang tercat <t 5 sel

Skor 2 = Jumlah sel mononuklear yang tercat 5 sel - <25%

~ Skor 3 = Jumlah sel mononuklear yang tercat > 25% - < 50%

Skor 4 = Jumlah sel mononuklear yang tercat >50% - <75 %

Skor 5 = Jumlah sel mononuklear yang tercat > 75% - 100%




3. Derajat Histologis kanker mamima menurut Nottingham Modification of The

Bloom- Richardson System™

Skor

1

2

3

Formasi tubuler

Terdapat formasi
Tubuier > 75 %

T'erdapat formasi
Tubuler 10 -75 %

Terdapat formasi
Tubuler < 10 %

Inti pleimorfik

Terdapat variasi
Minimal dari
bentuk dan ukuran
inti

Terdapat  variasi
moderat dari
bentuk dan ukuran
inti

Terdapat variasi
yang nyata dari
bentuk dan
ukuran Inti

Jumlah mitosis/
LPK

0-5

6-10

>11

Skor total yang dapat menunjukkan derajat keganasan kanker payudara scbagai

berikut :

Skor total

Derajat I (keganasan rendah)

Derajat II (keganasan sedang)

Derajat IH (keganasan tinggi)

3.4.4. Definisi operasional

3-5

6-7

8-9

1. Pertumbuhan kanker mamma dilithat secara mikroskopis: pertumbuhan kanker
mamma mencit C3H yang diamati setelah pemberian perlakuan dan dinilai
berdasarkan derajat histelogis kanker payudara.

2. Derajat histologis kanker mamma: penggolongan kanker payudara menjadi 3

derajat keganasan, yaitu: Derajat I ( keganasan rendah dengan skor 3-5 ), Derajat
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IT ( keganasan sedang dengan skor 6-7 ), dan Derajat III ( keganasan tinggi
dengan skor 8-9) yang dilihat berdasarkan adanya formasi tubuler, inti yang

pleimortik dan mitosis.

(3]

Sebaran sel mononuklear : semua sel mononuklear disekitar jaringan kanker yang
dilihat dengan mikroskop cahaya pembesaran 400x pada 5 lapang pandang dan
dinyatakan dalam skor 0,1,2,3.

4. Sel CTL dan sel NK : Jumlah semua sel mononuklear disekitar jaringan kanker,

yang dari hasil pewarnaan antibody monocfonal anti-perforin dan dilihat dengan

mikroskop cahaya pembesaran 400x, berwarna coklat.

3.5. BAHAN DAN ALAT PENELITIAN

3.5.1 Bahan untuk perlakuan

Hewan coba adalah mencit betina strain C3H dengan umur 6 bulan, dan berat
20 - 30 gram. Mencit diperoleh dari Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia. Selama percobaan, hewan coba ditempatkan pada
kandang dan diberi pakan dan minum secara ad libitum. Sebelum perlakuan, mencit
menjalani masa adaptast selama | minggu.

Adenokarsinoma diperoleh dari mencit donor. Tumor yang mengandung sel
adenokarsinoma dari mencit donor akan ditranplantasikan ke mencit resipien.

Ganoderma lucidum yang digunakan diperoleh dari PT Sidomuncul Semarang.
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Kemudian dibuat ekstrak di Laboratorium Kimia Fakuitas MIPA UNDIP. Dosis yang

digunakan adalah 0,5 mg/hari

3.5.2. Bahan transplantasi jaringan tumor pada mencit

a.

b.

Alkohol 70 %

Larutan Garam fisiologik
Es batu

Mencit donor bertumor

Mencit resipien

3.5.3. Bahan untuk pemeriksaan histopatologi rutin

a.

b.

£

g

Formalin butfer 10%

Alkohol 50%, 70%. 80%., 96% absolute
Xylol

Parafin cair (Histoplast)

Albumin dan Poly-L-Lysine

Bahan pengecatan Hematoksilin-Eosin (HE)

Canada balsam dan Entelan

’

3.5.4. Bahan tambahan untuk pewarnaan imunoperoksidase

a.

b.

Antibodi primer. Adouse Monoclonal Antibody (MoAb) anti-perforin
(Kamiya Biomedical Science cat.no. MC-030)
Kit Universal Streptavidin—Biotin(Labvisionﬁ)
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3.5.5. Alat transplantasi jaringan tumor pada mencit:
1. Cawan petri ukuran 6 Cm

2. Cawan petri ukuran 15 Cm

W

Cawan ukuran 106 Cm

N

Spuit 1cc

5. Jarum suntik trocar

o

Gunting lurus 10 Cm

~

Gunting bengkok 10 Cm
8. Pinset anatomi 10 Cm
9. Pinset biasa 12 Cm
10. Alas fiksasi
3.5.6. Alat untuk pembuatan sediaan penelitian dengan pewarnaan H&E:
a. Inkubator suhu 56"C
b. Mikrotom
c. Kaca obyek dan kaca penutup
3.5.7. Alat tambahan untuk pewarnaaﬁ imunoperoksidase
a. Pensil PAP
b, Wuaterbath
c. Tempat pewarnaan dan pencucian

. Timer

[

Pipet serologic




. Kertas saring

g Freezer

h. Tabung plastic dan pipet Lpendorf
i Lpismikrometer sekuler

3.5.8. Alat untuk dokumentasi sediaan adalah fotomikrograt dan kotak sediaan.
3.6, PELAKSANAAN PENELITIAN

3.6.1. Cara perlakuan

24 ekor mencit betina strain C3H diadaptasi di laboratorium dengan
dikandangkan secara individual dan diberi ransumpakan standard selama 1 minggu
secara ad libitum.

24 ekor mencit tersebut kemudian dibagi menjadi 3 kelompok masing-masing
terdiri dari 8 ekor mencit yang ditentukan secara acak. Masing-masing kelompok
dikandangkan secara individual dan mendapatkan pakan standard yang sama dan
minum ad libitum.

Perlakuan yang diberikan adalah:
Kelompok I (K) . Diberi inokulasi sel kanker.

Kelompok II (P1}) : Diberi Ganoderma lucidum (X1) dengan dosis 0,5 mg / har

selama 1 bulan, kemudian diinokulasi dengan sel kanker (X2).

Kelompok III (P2) : Diinokulasi dengan sel kanker (X2), setelah teraba benjolan
kemudian diteri Ganoderma lucidum (X1) selama 1 bulan dengan

dosis 0,5 mg / hari
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Mencit di anaestesi dengan ether sclanjutnya mencit dibunuh kemudian diambil

jaringan tumornya. Jaringan tumor diproses

dibuat dengan blok paraffin,

3.7. ALUR KERJA

menjadi preparat histologik setelah

24 ekor mencit C3H

!

Adantasi 1 minsen

b

K1 Pl P2
(8 ekor) (8 ekor) (8 ekor)
b h
+ Gl +inokulasi adenoCa
Y -
3 minggu .
inokulasi adenoCa i . 4 hari
linokulasi adenoCa ¥
+ (il
3 minggu 3 minggu 3 minggu
h h h
pengambilan jaringan adenokarsinoma
¥
Blok parafin
Hematoxylin eosin Mo Ab anti perforin
Jumlah sel limfosit Derajat histologik Jumlah sel limfosit disekitar
disekitar jaringan adenoCa jaringan adenoCa yang
adenoCa memproduksi perforin




3.8. PROSEDUR PEMERIKSAAN

3.8.1. Prosedur transplantasi tumor

a. Mencit donor dimatikan dengan eter, kemudian diletakkan terlentang pada
tatakan / alas fiksasi dan keempat kakinya difiksasi dengan jarum.

b. Kulit dibagian yang bertumor diusap dengan alkohol 70 %, kemudian
dibuat sayatan dengan gunting lurus, untuk mengeluarkan tumor.

¢. Tumor diletakkan di cawan petri kecil yang telah terlebih dahulu dicuci
dengan garam fisiologis dan diletakkan diatas es.

d. Amati bentuk dan keadaan tumor, kemudian ambil/potong jaringan tumor
yang masih baik yaitu bagian yang tanpa nekrosis (biasanya di daerah tepi
jika tumor besar) sebanyak kira-kira yang dapat menghasilkan bubur
tumor paling sedikit 1 ml dan taruh dicawan petri kecil lainnya, Bersihkan
dari jaringan ikat (simpai), jaringan nekrotik dan darah, kemudian
cacah/potong-potong sampai halus dengan gunting hingga akhirnya
terbentuk “bubur tumor” yang partikelnya dapat melewati jarum trokar.
Tambahkan garam fisiologis lebih kurang sama banyak dengan volume
tumor.

e. Bubur tumor disuntikkan subkutan di aksila kanan mencit dengan dosis
0,2 ml.

f. Sisa tumor yang padat dimasukkan ke dalam botol formalin untuk dibuat

sediaan mikroskopik.
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g. Masing-masing mencit diberi nomor ditelinganya (lihat bagan) dan
dimasukkan ke dalam kandang yang diberi label berisi : jenis kelompok

perlakuan, tanggal transplantasi

.3.8.2. Prosedur pembuatan preparat histopatologi

a.

Fiksasi

Potongan adenokarsinoma dimasukkan dalam larutan formalin buffer (larutan

" formalin 10% dalam buffer Natrium asetat sampai mencapai pH 7,0).

Waktu fiksasi jaringan 18-24 jam. Setelah fiksasi selesai, jaringan
dimasukkan dalam larutan akuades selama 1 jam untuk proses penghilangan
larutan fiksasi.

Dehidrasi

Potongan adenokarsinoma dimasukkan dalam alkohol konseﬁtrasi bertingkat.
Jaringan menjadi lebih jernih dan transparan. Jaringan kemudian dimasukkan
dalam larutan alkohol-xylol selama 1 jam dan kemudian larutan xylol murni
selama 2 x 2jam.

Impregnasi

Jaringan dimasukkan dalam paraffin cair selama 2x2 jam.

Embedding .

Jaringan ditanam dalam paraffin padat yang mempunyai titik lebur 56-58°C,

ditunggu sampai paraffin padat. Jaringan dalam paraffin dipotong setebal
45




4 mikron dengan mikrotom. Potongan jaringan ditempelkan pada kaca obyek
yang sebelumnya telah diolesi polilisin sebagai perekat. Jaringan pada kaca
obyek dipanaskan dalam incubator suhu 56-58°C sampai paraffin mencair.
Pewarnaan jaringan dengan H&E

Secara berurutan jaringan pada kaca obyek dimasukkan dalam:

1. Xyloll Smenit 11, Alkohol 3x2 menit
2. Xylolll Smenit 12, Xylol 3x5 menit
3. Alkohol absolute 3x2 menit 13, Eosin

4. Air mengalir 2menit 14, Alkohol 70% 3 kali

5. HE Lilie -Mayer Smenit 15, Carbol Xylol

6. Air mengalir 2 menit 16, Xylol 3 kali

7. Alkohol asam 0, 3 celup 17. Xylol 20 menit
8. Air mengalir 2menit  18. Canada balsam

9. Lithium carbonat jenuh 3 celup 19. Tutup dengan kaca penutup

10. Air mengalir 2 menit

Pewarnaan imunoperoksidase dengan Streptavidin-Biotin

Supaya dapat dilakukan pewarnaan dengan antibodi, jaringan harus terbebas
dari paraffin. Deparafinisasai mengik;,lti urutan seperti tersebut pada
lampiran  Setelah diberi substrat kromogen, perforin yang terdapat dalam
sitoplasma sel CTL dan sel NK akan berwarna merah kecoklatan.
Prosedur pewarnaan Mo Ab Anti perforin
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(Lab.Patologi Anatomi FK UGM / RSUP Dr.Sardjito Yogyakarta, Juli 2003)

KYI0D Lot 5-10 menit
D7 12) 1 1 SRR ERLITITRTPPTLLIIAATERLIERY 5-10 menit
ATKONO! @DSOMI + vttt eteeeere et rncrerie e 10 menit
Alkohol 95% ........ 5-10 menit
ATKOhol 70% .ovvveiriiiiiier e CUITRSIRITTINE ereeven 5-10 menit
Cuci air (Celup-Celup) ... vt 1-2 menit
Cuci dengan Phosphat buffer saline (PBS) celup-celup ........c....... 1-2 menit

Sekitar jaringan dibersihkan dengan lap

Slide dimasukkan kedalam teinpat yang lembab dan tertutup

H202 0,3% dalam methanol ... 10 menit
Masuk rak berdiri

Cuci PBS 3 kali @ 1-2 menit

Slide ditata dalam wadah gelas

Rendam dengan Citrat Buffer

Masukkan dalam microwave 2 kali @ 5 menit (jangan sampai mendidih )
Keluar dari microwave didiamkan sampai dingin selama 20 menit.

Slide ditata dirak

Cuci PBS (Celup-Celup) ..vvuvvvvereniiniiiiniiiiissn e 2 menit
Slide ditata didalam tempat yang lembab dan tertutup.

Blocking Agent (KIt) .oovvveeeeiernii e 10 menit
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Bloking agent dibuang (tanpa dicuct)

Inkubasi MoAb primer 10 ul {(diencerkan pakai PBS-BSA)........ ... overnight

Simpan dalam tempat lembaba tertutp dan simpan dalam lemari es bawah

supaya tidak mongering

Cuci PBS (celup-celup) .........oovviveisceiieeiveeesieeeerveeeee oen.o. 10 menit
CUCIPBS ..ot e e e e e e e e s -2 0 253 MENIE
Streptavidin U PUUUPPDUPRR L1 111111
CUCT PBS oot oot et e e e et i eee e s en e 223 MIERIL
DAB dibuang

Slide ditata pada rak

Cuci air mengalir kemudian dicelup di tempat berisi Aquadest ( jaringan
terlihat coklat)

Slide ditata dalam tempat

Counterstain dengan Hematoksilin ................cocco oo en o 4 menit
Hematoksilin dibuang, cuci air mengalir kemudian dicclup di aquadest

Entellan kemudian tutup deck glass.

3.9. CARA MENGUMPULKAN DATA

Dari masing-masing kelémpok dibuat preparat setebal 6 mikron,
diwarnai dengan pengecatan HE kemudian diamati sebukan limfosit sesuai
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dengan kelompoknya dan dinilai derajat histologinya. Tiap kelompok juga
dibuat preparat untuk mengetahui produk Perforin dengan pewarnaan
antibody monoclonal anti-perforin,kemudian dihitung jumlah sel imfosit

disekitar sel kanker yang memproduksi perforin

3.10. ANALISIS DATA

Setelah data terkumpul ditakukan data cleaning, coding dan tabulasi.
Analisa data meliputi analisis deskriptif dan uji hipothesis, Pada analisa
deskriptif jumlah sebukan sel mononuklear disekitar jaringan adenckarsinoma -
mamma, produksi perforin dan skor derajat adenokarsinoma mamma
disajikan dalam bentuk tabel rerata, SD, median dan grafik Box plot. Karena
data berskala ordinal maka uji hipotesis yang digunakan adalah uji Non
Parametrik Kruskal Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok Korelasi antara perubahan jumlah
sebukan sel mononuklear disekitar jaringan adenokarsinoma mamma jumliah
sel mononuklear yang memproduksi perforin dan derajat histologik

" adenokarsinoma mamma dianalisis dengan Uji Korelasi dari Spearman.

Batas derajat kemaknaan adalah apabila P< 0,05 dengan 95% interval
kepercayaan. Analisa data dilakukan dengan program komputer SPSS 10.0

for Windows.
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BAB IV

HASIL PENELITIAN

4.1. Sebukan Sel mononuklear disekitar jaringan adenokarsinoma mamma
mencit C3H
Rerata jumlah sebukan sel mononuklear disekitar jaringan adeno
karsinoma pada kelompok kontrol dan perlakuan ditampilkan pada tabel 1.

Tabel 1. Rerata jumlah sebukan sel mononuklear disekitar sel kanker pada
kelompok kontrol (n=8), Perlakuan 1 (n=8) dan Perlakuan 2 (n=8).

Sebukan sel mononuklear
Kelompok sekitar jar adenokarsinoma| p=* P**
Rerata SD  Median .
Perlakuan 1 1,9 0,4 1,8 0,3 0,2
Perlakuan 2 1,6 0,5 1,5 0,9
Kontrol 1,6 0,3 1,6 -
* Uji Kruskal Wallis

** Uji Mann-Whitney
Tabel 1 menunjukkan jumlah sebukan sel mononuklear disekitar jaringan
adenokarsinoma mamma mencit C3H yang tertinggi adalah pada kelompok
Perlakuan 1, sedangkan pada kelompok Perlakvan 2 adalah 1,6 (0,5) dan
kelompok Kontrol 1,6 (0,3). Grafik Box plot pada gambar 2 menunjukkan median
kelompok Perlakuan 1, Perlakuan 2 dan Kontrol tampak tidak jauh berbeda. Hasil

uji non-parametrik Kruskal Wallis menunjukkan tidak ada perbedaan yang




bermakna antara rerata jumlah sebukan sel mononuklear disekitar sel kanker
antar kelompok petlakuan, pada ( Kelompok Kontrol, Perlakukan 1 dan
Perfakuan 2, (p=0,3). Pada uji statistik Mann-Whitney perbandingan antar
kelompok tidak terdapat perbedaan bermakna antara sebukan sel mononuklear
antara kelompok perlakuan 1 dengan kelompok kontrol (p=0,2). Hasil yang sama
juga pada perbandingan antara kelompok kontrol dengan kelompok Perlakuan 2
(p=0,9). Hasil uji statistk Mann-Whitney juga menunjukkan tidak ada
perbedaan yang bermakna antara jumiah sebukan sel mononuklear disekitar sel

kanker pada kelompok Perlakuan 1 dengan Perlakuan 2 (p=0,2).

Perlakuan 1 Perlakuan 2 Kontrol

Jumlah sebukan sel mononuklear
(&) ]
[

Gambar 2. Diagram box-plot jumlah sebukan sel mononuklear pada
kelompok kontrol (M), kelompok perlakuan 1 (%) dan
kelompok perlakuan 2 ().
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4.2, Skor ekspresi perforin sel mononuklear

Skor ckspresi perforin sel mononuklear disckitar jaringan

adenokarsinoma mamma mencit C3H ditampilkan pada tabel 2.

Tabel 2. Skor ekspresi perforin sel mononuklear disekitar jaringan adenokarsinoma
mamma mencit C3H pada kelompok kontrol (n=5),

Perlakuan 1 (n=5) dan Perlakuan 2 (n=5).

Skor ekspresi perforin

Kelompok sel mononuklear p* P#*
Rerata = SD Median
Periakuanl 4.0 0.7 49 - 0,008
Perlakuan2 4,0 1,0 5,0 - 0,008
Koritrol 1.4 0,6 1,0 0,008 -
* Uji Non-parametrik Kruskal-Wallis
** Jji Mann-Whitney
= & ]
£ ; ]
G ]
g
8 37
53
£ 2 I
< 17
0.

Perlakuan 1 Perlakuan 2

Kontrol

Gambar 3. Diagram Box- plot skor ekspresi perforin sel monuklear
disekitar jaringan adenokarsinoma manuna.

Kelompok perlakuan 1 (), perlakuan 2 (M) dan kontrol (M).
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Tabel 2 menunjukkan rerata skor ekspresi perforin disekitar jaringan
adenokarsinoma pada kelompok perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 2 kurang
lebih sama yaitu 4,0 (SD=0,8) pada perlakuan 1 dan pada perlakuan 2 adalah 4,0
(SD=1,0), sedangkan pada kelompok kontrol adalah lebih rendah yaitu 1,4
(SD=0,6). Grafik Box plot menggambarkan median kelompok Perlakuan 1 dan
Perlakuan 2 tampak jelas berbeda dibandingkan median kelompok K, sedangkan
median kelompok Perlakuan 1 tampak sedikit berbeda dengan kelompok
Perlakuan 2. (Gambar 3) Secara statistik dengan uji Kruskall-Wallis perbedaan
skor ekspresi perforin disekitar jaringan adenokarsinoma antara kelompok
perlakuan 1, perlakuan 2 dan kelompok kontrol adalah bermakna (p=0,008).
Rerata skor ekspresi perforin disekitar sel adenokarsinoma pada kelompék
perlakuan 1 adalah lebih tinggi secara bermakna dibanding kontrol (p=0,008; Uji
Mann-Whitney), hal yang sama juga dijumpai pada perbandingan antara f
kelompok perlakuan 2 dengan kontro! (p=0,008; Uji Mann-Whitney). Sedangkan

antara kelompok perlakuan 1 dan perlakuan 2 perbedaan tersebut tidak bermakna

(p=1,0). ;

4.3. Derajat histologik adenokarsinoma mamma mencit C3H
! Rerata jumlah skor derajat histologik adenokarsinoma mamma mencit C3H

pada kelompok kontroi dan perlakuan ditampilkan pada tabel 3.
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Tabel 3. Rerata jumlah skor derajat histologik adenokarsinoma mamma mencit C3H
pada kelompok kontrol (n=8), Perlakuan 1 (n=8) dan Perlakuan 2 (n=8).

Skor adenokarsiona
Rerata SD Median

Kelompok perlakuan p* pe*

Perlakuan 1
Perlakuan 2

Kontrol

* Kruskal Wallis

*#* Uji Mann-Whitney

] mla
6]

i
41

3]
2]

Skor derajat Adenckarsinoma

Periakuant Perlakuanz2 Kontrol

Gambar 4. Diagram box-plot Skor derajat Adenokarsinoma mamma mencit
C3H kelompok kontrol (M), kelompok perlakuan 1 (W) dan
kelompok perlakuan 2 (M).

Tabel 3 menunjukkan rerata skor derajat histologik Adenokarsinoma
marnma mencit C3H yang tertinggi adalah 6,6(0,3) pada kelompok Kontrol,

selanjutnya 5,2(0,6) pada kelompok Perlakuan 2, dan yang terendah adalah
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4,5(0,3) pada kelompok Perlakuan 1. Grafik Box plot menunjukkan median
kelompok Perlakuan 1 dan Perlakuan 2 tampak jéuh berbeda dibandingkan
kelompok Kontrol.(gambar 4) Hasil uji Non-Parametrik Kruskall Wallis
menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna antara rerata skor derajat
histologik adenokarsinoma antar kelompok perlakuan pada (kelompok Konirol,
Perlakukan 1 dan Perlakuan 2 (p<0,001)). Rerata skor adenokarsinoma kelompok
Kontrol lebih tinggi secara bermakna dibanding kelompok perlakuan 2 (p<0.001).
Demikian pula kelompok Kontrol lebih tinggi secara bermakna dibanding dengan
kelompok Perlakuan 1 (p<0.001). Perbedaan bermakna juga terdapat antara skor

derajat adenokarsinoma Kelompok Perlakuan | dibanding Perlakuan 2 (p=0.03).

Tabel 4. Hasil uji korelasi antara sebukan sel mononuklear, ekspresi perforin dan
derajat adenokarsinoma mamma*

Jurnlah sebukan | Ekspresi perforin | Skor derajat
sel mononuklear histologik
Jumlah sebukan rho : 0,4 rho : - 0,5
sel mononuklear p :0,01 p :0,02
Ekspresi perforin | rho : 0,4 rho : - 0,7
p 0,01 p 0,003
Skor rho : - 0,5 rho : - 0,7
derajat histologik | p  :0,02 p :0,003
* uji Spearman .
Hubungan antara sebukan sel mononuklear di sekitar jaringan

adenokarsinoma mamma dengan ekspresi perforin sel mononuklear yang dinilai dari
uji korelasi Spearman menunjukkan adanya korelasi postif derajat sedang ( rtho=0,4 )

dan p= 0,01. Hal ini menggambarkan bahwa ada hubungan antara peningkatan
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ekspresi perforin dengan peningkatan jumlah sebukan sel mononuklear di sekitar
jaringan adenokarsinoma mamma pada kelompok yang diberi Ganoderma lucidum.
(Tabel 4)

Pada uji korelasi antara sebukan sel mononuklear dengan skor derajat
histologik adenokarsinoma mamma didapatkan adanya korelés'i negatif derajat sedang
(tho= - 0,5) dan p=0,02. Hal ini berarti ada hubungan antara peningkatan jumlah
sebukan sel mononuklear dengan penurunan skor derajat histologik adenokarsinoma
mamma. (Tabel 4)

Uji korelasi Spearman terhadap hubungan ekpresi perforin sel mononuklear
dengan derajat histologik adenockarsinoma mamma juga menunjukkan adanya
korelasi negatif derajat kuat (tho= -0,7) dan p=0,003. Artinya peningkatan ekspresi
perforin sel mononuklear akan disertai dengan penurunan skor derajat histologik

adenokarsinoma mamma, (Tabel 4)
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BABY

PEMBAHASAN

Fungsi sistem imun adalah fungsi protektif dengan mengenal dan
menghancurkan sel-sel abnormal sebelum berkembang menjadi tumor atau
membunuhnya kalau tumor itu sudah tumbuh,

Sistem imun berperan dalam melawan pertumbuhan tumor ganas, telah
dibuktikan pada beberape penelitian, antara lain hal-hal berikut: 1) bnyak tumor
mengandung infiltrasi sel-sel moncnuklear yang terdiri atas sel T, sel NK dan
makrofag; 2) tumor dapat mengalami regresi secara spontan, 3) tumor lebih sering
berkembang pada individu dengan imunodefisiensi atay bila fungsi sistem imun tidak
efektif; (bahkan imunosupresi seringkali mendahului pertumbuhan tumor); 4) dilain
fihak tumor seringkali menyebabkan imunosupresi pada penderita. Bukti lain yang
juga mendukung bahwa tumor dapat merangsang sistem imun adalah ditemukannya
sel mononuklear dalam kelenjar limfe vang merupakan draining siles dari
pertumbuhan tumor, disertai peningkatan ekspresi MHC dan Interseluler adhesion
molecule ICAM) yang mengindikasikan sistem imun yang aktif,'

Tabel 1 membuktikan pemberian Ganoderma lucidum sebelum inokulasi sel
- édenokarsinoma mamma yang dilakukan terhadap mencit C3H (perlakuan 1)
menyebabkan peningkatan sebukan sel mononuklear disekitar sel adenokarsinoma
lebih tiﬁggi dibanding pemberian Ganoderma lucidum setelah inokulasi (perlakuan 2)

ataupun tanpa pémberian Ganoderma lucidum (kontrol). Hal ini mungkin disebabkan
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karena Ganoderma lucidum yang diberikan sebelum inokulasi sel kanker akan
memacu proliferasi sel mononuklear. Sehingga meningkatkan jumlah sebukan scl
mononuklear disekitar jaringan adenokarsinoma mamma, Perbedaan sebukan sel
mononuklear yang tidak bermakna dapat dipahami karena sel kanker sendiri
merupakan antigen asing yang dapat menstimulasi proliferasi sel mononuklear,
Sebukan sel mononukiear disekitar sel kanker secara histologik mempunyai nilai
prognostik yang baik karena kecepatan pertumbuhan sel kanker akan menurun.
Secara invitro, beberapa sel imun disekitar sel kanker terbukti dapat membunuh sel
kanker disekelilingnya.'®!” Hubungan antara banyaknya sel mononuklear yang
ditemukan diantara kelompok sel kanker secara histopatologi dengan prognosis
penderita telah dilaporkan oleh Sarjadi pada kanker leher rahim,*°

Sel mononuklear disekitar jaringan kanker yang menghasilkan perforin dan
berperan dalam perondaan imun terthadap kanker tersebut adalah CTL dan sel NK.

Tabel 2 membuktikan bahwa Ganoderma lucidum  secara berfnakna
meningkatkan kemampuan ekspresi perforin dari sel NK dan CTL. Hasil rerata skor
ekspresi perforin disekitar jaringan adenokarsinoma pada kelompok perlakuan | dan
kelompok perlakuan 2 berbeda secara bermakna dibanding kontrol. Hal ini sesuai
dengan pendapat yang menyatakan bahwa set,elah mengenal sel tumor dengan
caranya masing-masing, CTL dan sel NK melakukan cara sitotoksisitas yang sama
yaitu dengan mengeluarkan perforin, .''"!® Perforin akan menimbulkan lubang pada

membran sel target (sel tumor), dimana lubang tersebut merupakan pintu masuk bagi
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molekul sitdfélksik lainnya dalam sitoplasma dan inti sel yang menyebabkan
I;erﬁafiaﬁ dari sel target. 19'23"{0'4"42

Dari tabel 3 terbukti bahwa rerata skor derajat histologik adenokarsinoma
mamma mencxt C3H berbeda bermakna (tertinggi adalah padé. kéiaiﬁpdk konirdi,
kelornpok perlakuan 2 dan yang terendah adalah pada kelompok perlakuan 1),

Pada diagram hubungan masing-masing kelonipok terbukti bahwa pemBeriaﬁ
éﬁhadérma lucidum meningkatkan sebukan sel mononuklear disekifar 'se‘l
adenokarsinoma disertai peningkatan ekspresi perfofin tetapi pada keiorhpok kontrol
peningkatan sebukan sel mononuklear tidak disertai peningkatan cks'presll perforin.
Demikian juga pemberian Ganoderma lucidum meningkatkan sebukan sel
mononuklear disekitar sel adenokarsinoma disertai penurunan skor derajat
adenokarsinoma, tetapi pada kelompok kontrol peningkatan sebukan sel mononuklear
tidak disertai penurunan skor derajat adenokarsinoma. Dengan kedua fakta tersebut
diatas dapat disimpulkan lebih lanjut bahwa Walaﬁpun Ganoder}ﬁé luczdum tidak
secara bermakna meningkatkan sebukan sel mononuklear tetapi Ganoderma ?ué}'dum
r:n'ampu' meningkatkan kapasitas ékspresi perforin. Peningkatan ekspresi perfbriri ini

akan menyebabkan penurunan skor deraiat hlstologlk adenokarsmoma mamma, Hal

ini sesuai dengan penehtlan Smyth yang membuktlkan bahwa perform IFNY dan Sel |

NK terbuktl bersama—sama menghambat pertumbuhan dan metastasm Sarkoma. 5
Smyth _]uga membuktlkan pada sarkorna, sel efektor pada sistem imun balk inate

i Ui '
maupun adapt:f memberl kontrlbu31 pada pencegahan, perkembangan dan metasta31s

‘!- -------------

tumor melalul pcrfonn dan IFN'y omyth juga melaporkan bahwa sel NK yang
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defisiensi perforin tidak mampu melisiskan tumor dan kemampuan untuk nmerejeksi

perlumbuhan dan metastasis sel tumoy berkurang 10 - 100X .47

KETERBATASAN PENELITIAN

Dalam meneliti manfaat suaty zat perlu diperhatikan apakah dosis yang

dipakai  aman atau menimbulkan efek samping, untuk itu perlu dilakukan

pemeriksaan jaringan hepar dan Jaringan ginjal, Karena keterbatasan kami, penelitian

ini belum dapat kami lakukan .
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BAB VI

SIMPULAN DAN SARAN

6.1. SIMPULAN

Terdapat peningkatan jumlah se.I mononuklear disekitar jaringan
adenokarsinoma akibat pemberian Ganoderma lucidum sebelum inokulasi sel
adenokarsinoma dibanding setelah inkulasi maupun tanpa pemberian
Ganoderma lucidum.

Pemberian (Gunoderma lucidum meningkatkan secara bermakna ckspresi
perforin disekitar jaringan adenokarsinoma pada pemberian sebelum inokulasi
maupun setelah inokulasi dibanding kontrol. Tidak terdapat perbedaan
bermakna antara pemberian Ganoderma lucidum sebelum dengan sesudah
inokulast.

Derajat histologik adenokarsinorna mamma mencit C3H dengan pemberian
Ganoderma lucidum prainokulasi maupun pascainokulasi berbeda bermakna
dibanding kontrol.

Walaupun Ganoderma lucidum tidak meningkatkan sebukan sel mononuklear
tetapi secara bermakna meningkatkan kapa'sitas ekspresi perforin,

Dari hal-hal tersebut diatas dapat disimpulkan pula bahwa peningkatan
ekspresi perforin disekitar jaringan adenokarsinoma menyebabkan penurunan

derajat histologik adenokarsinoma mamma.
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6.2. SARAN

Perlu penelitian tentang:

1. Pengaruh Ganoderma lucidum terhadap metastasis dari Adenokarsinoma mamma.

2. Analisa kesintasan mencit yang  diinokulasi adenokarsinoma dan diberi
Ganoderma lucidum

3. Pengaruh Ganoderma lucidum sebagai terapi pendamping terhadap terapi
sitostatika.

4. Pengaruh Ganoderma lucidum terhadap mekanisme kematian sel kanker (produk
granzyme, sitotoksin, FAS dan FASL)

5. Pemeriksaan terhadap jenis kanker yang lain.
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