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ABSTRAK

Latar belakang: Gangguan keseimbangan antara proliferasi dan apoptosis
menyebabkan perkembangan dan progresi tumor. Lengkuas (A/pinia galanga (L.)
Willd) mengandung 1’ acetoxy chavicol acetate (ACA). Penelitian terdahulu
ACA menunjukan sebagai antikanker, melalui anti inflamasi, menginduksi
apoptosis dan menghambat aktivitas proliferasi. Tujuan penelitian untuk
membuktikan pengaruh dosis bertingkat ekstrak Alpinia galanga terhadap
aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis adenokarsinoma mamma.

Metode : Penelitian eksperimental hewan coba, dengan desain randomized post
test only control group. Sampel 28 ekor mencit C3H yang diinokulasi tumor,
dibagi 4 kelompok: kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan yang diberi
ekstrak Alpinia galanga dosis bertingkat (225 mg/KgBB/hari, 450 mg KgBB/hari
, 750 mgKg BB/hari) selama 2 minggu. Tumor dilakukan pemeriksaan aktivitas
proliferasi dan indeks apoptosis. Indeks apoptosis dievaluasi dengan metode
TUNEL. Aktivitas proliferasi dievaluasi dengan menggunakan Allred scoring
dengan imunohistokimia Ki-67. Analisis statistik dengan uji nonparametrik
Kruska- Wallis dilanjutkan uji Mann- Whitney.

Hasil:  Terdapat perbedaan bermakna aktivitas proliferasi (p=0,017) ketiga
kelompok yang diberikan ekstrak Alpinia galanga dibandingkan Kontrol.
( P1=21,71 £ 19,01, P2 =13,17 + 11,77, P3 = 6,71 + 10,87, K=37,43 + 15,49)
Penghambatan aktivitas proliferasi dimulai pada dosis 450mg/kgBB/hari,
peningkatan dosis diikuti penurunan aktivitas proliferasi. Terdapat perbedaan
bermakna indeks apoptosis (p=0,011) pada ketiga kelompok yang diberikan
ekstrak Alpinia galanga dibandingkan kontrol. (P1= 2,70 + 1,81, P2 = 1,17 £
1,08, P3=1,07 + 1,44). Induksi apoptosis dimulai pada dosis 225 mg/KgBB/hari.
Peningkatan dosis tidak diikuti peningkatan indeks apoptosis. Tiga belas ekor
mencit mati, maka dilakukan analisa penyebab kematian, didapatkan toksisitas di
ginjal.

Kesimpulan : Pemberian ekstrak Alpinia galanga dapat menginduksi apoptosis
dan menurunkan aktivitas proliferasi.

Kata kunci : Alpinia galanga, proliferasi, indeks apoptosis, adenokarsinoma
mamma.



ABSTRACT

Background: The imbalance between apoptosis and cell proliferation may lead to
the progression of tumor growth. Lengkuas (Alpinia galanga (L.) Willd) which
contain ACA (1’ acetoxy chavicol acetate) had been reported to have anticancer
capability on the previous studies through anti inflammation, inducing apoptosis
as well as reducing cellular proliferation. The aim of this study is to investigate
the effects of Alpinia galanga extract given in gradual dosage on the proliferation
activity and apoptotic index of the breast cancer cells.

Method : Animal experiment using randomized post test only control group
design was done. Twenty-eight C3H mice were inoculated with tumor and were
divided into four groups: One control group and three groups administrated by the
extract of Alpinia galanga in gradual dosage (225 mg/Kg BW/day, 450 mg/Kg
BW/day and 750 mg /Kg BW/day). All of the groups were treated for two weeks.
The tumor apoptotic index was evaluated with Tunel method, and the proliferation
activities were determined using Allred scoring and Ki-67 immunohistochemical
staining. Non parametric Kruskal Wallis continued with Mann-Whitney tests were
used to analyze the data.

Result : There were significant differences on the proliferation activity (p=0.017)
between three groups administered with Alpinia galanga extract compared with
control group (P1=21.71 £ 19.01; P2 =13.17 £ 11.77; P3 = 6.71 £ 10.87; K=37.43
+ 15.49) respectively. The disruption of proliferation activity was found on the
dosage of 450 mg/Kg BW/day. The increasing dosage was followed by the
reduction of proliferation activities. There were significant differences of the
apopototic index (p=0.011) of the three groups given Alpinia galanga extract
compared with control group (P1=2.70 = 1.81; P2 = 1.17 £ 1.08; P3= 1.07
1.44) respectively. The induction of apoptotic index was started on the dosage of
225 mg/Kg BW/day. Increasing of the dosage was not followed by increasing
apoptotic index. Thirteen mice were dead and suggested due to nephrotoxicity.

Conclution: Alpinia galanga extract can induce apoptotic index and reduce
proliferation activities.

Keywords : Alpinia galanga, proliferation, apoptotic index, adenocarcinoma of
the breast.



BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker payudara penyebab kematian tersering pada wanita di dunia,
dengan angka kejadian lebih dari 1.000.000 kasus setiap tahunnya. Di
Amerika serikat setiap tahunnya terdiagnosa 100.000 kanker payudara baru,
dengan 30.000 pasien meninggal.! Data kanker di Indonesia (cancer
registration in Indonesia) tahun 1994 oleh Sarjadi, kanker payudara
menempati urutan kedua terbanyak pada wanita setelah kanker serviks,
didapatkan 2743 kasus dari 14.820 kasus kanker pada wanita. Data kanker
di Semarang dan sekitarnya tahun 1994-1998 oleh Sarjadi kanker payudara
menempati urutan kedua.”” Data Perhimpunan Dokter Spesialis Patologi
Indonesia tentang kanker di Indonesia tahun 2001 berdasarkan data
histopatologik, menunjukkan kanker payudara pada perempuan menempati
urutan ke-2 dari 10 tumor tersering menurut tumor primer pada perempuan,

dengan jumlah 2049.*

Populasi sel atau homeostasis jaringan ditentukan oleh kecepatan
proliferasi sel, differensiasi dan apoptosis. Tiap sel mempunyai mekanisme
pengawasan supaya sel selalu konstan untuk menjaga kestabilan integritas
dengan genomnya. Bila terjadi mutasi onkogen maka akan terjadi

mekanisme untuk membatasi perluasan atau perbanyakan sel, dengan



penekanan proliferasi dan meningkatkan (#riggering) apoptosis. Gangguan
keseimbangan antara apoptosis dan proliferasi adalah faktor penting untuk

terjadinya perkembangan dari tumor (tumorigenesis) dan progresi tumor.”®’

Perkembangan payudara normal dikontrol oleh keseimbangan antara
proliferasi sel dan apoptosis. Pertumbuhan tumor dapat terjadi karena

proliferasi yang tak terkontrol dan berkurangnya apoptosis.*’

Proliferasi sel adalah pembelahan sel (cell division) dan pertumbuhan
sel (cell growth). Yang mendasari mekanisme dan pengaturan proliferasi sel
adalah siklus sel.'” Aktivitas proliferasi sel dapat dideteksi menggunakan
pengecatan immunohistokimia Ki-67, yang akan mengekspresikan tiap fase

pada siklus sel kecuali G0.'"'*"3

Apoptosis adalah proses regulasi kematian sel untuk menggontrol
jumlah sel dan menghilangkan sel yang rusak. Sel apoptosis mempunyai
bentuk kondensasi kromatin, penyusutan sel (shrinkage), fragmentasi
nukleus dan dikelilingi oleh halo yang jernih. Sel apoptosis dapat dilihat
secara mikroskopis, melalui prosesing jaringan rutin yang kemudian

dilakukan pengecatan H&E dan pengecatan imunohistokimia Tunel.”*"'

Penilaian proliferasi dan apoptosis dapat untuk mengevaluasi
pertumbuhan atau pengurangan massa tumor terhadap respon kemoterapi,

. . . e . 12.14.15
radioterapi dan akhir-akhir ini dengan terapi hormonal. ™™

Terapi kanker
payudara meliputi pembedahan, radiasi, hormonal dan kemoterapi.' Terapi

tersebut seringkali tidak terjangkau oleh masyarakat, maka dicari obat



tradisional untuk pengobatan kanker. Ada beberapa kelebihan penggunaan
obat tradisional, harganya lebih murah karena dapat dibudidayakan, mudah
didapat dan diharapkan efek samping lebih minimal dibanding obat

antikanker sintetik.!”

Salah satu tanaman yang diketahui untuk terapi antikanker dengan
meningkatkan apoptosis dan menghambat proliferasi adalah lengkuas
(Alpinia galanga (L.) Willd)). Lengkuas mengandung [’ acetoxy chavicol
acetate (ACA). Penelitian terdahulu ACA berfungsi sebagai antikanker,
melalui anti inflamasi, menginduksi apoptosis dan menghambat aktivitas
proliferasi. Lengkuas termasuk dalam famili Zingiberaceae, kelas rhizome
sering digunakan sebagai bumbu penyedap masakan atau rempah,
mempunyai aroma harum dan rasa yang pedas. Selain untuk penyedap juga
digunakan untuk obat tradisional antara lain dapat untuk mengobati
gangguan lambung, menghilangkan kembung, anti jamur, menghilangkan
gatal, menambah nafsu makan, demam dan sakit tenggorokan. Akhir-akhir
ini digunakan sebagai pengobatan dan pencegahan (chemoprevention)

17,18,19,21
kanker. "%

Dari beberapa penelitian, diantaranya Rusmarilin membuktikan ekstrak
etil asetat lengkuas menghambat proliferasi sel kanker dalam kultur baik
menggunakan alur sel kanker maupun sel kanker primer manusia.
Penghambatan proliferasi sel kanker diukur berdasarkan jumlah sel yang
hidup dalam kultur dengan hemositometer. Mekanisme penghambatan

diduga karena apoptosis. Ekstrak etil asetat lengkuas 100 pg/ml



menghambat 100% proliferasi sel kanker paru (A 549) dan pada konsentrasi
50 ug/ml terjadi penghambatan terendah 95%. Pada konsentrasi 200ug/ml
terjadi penghambatan tertinggi pada sel kanker primer dari kanker ovarium
adenokarsinoma papilar serosa sebesar 76,36% dan konsentrasi 50pg/ml
terjadi penghambatan terendah 41,82% pada. Pada penelitian mencit yang
ditransplantasi dengan sel kanker mamma, memberi gambaran makroskopis
dan mikroskopis lebih baik pada dosis 750mg/kg BB. Uji toksisitas invivo

perhitungan LD50 pada konsentrasi 765 mg/kgBB.'"'®"

Beberapa penelitian dengan menggunakan binatang coba maupun kultur
sel, menunjukkan efek ACA yang terkandung dalam Lengkuas Alpinia
Galanga (L.) Willd mempunyai potensi untuk menurunkan angka kejadian
kanker yang diinduksi oleh karsinogen. Fungsi ACA diantaranya adalah
meningkatkan apoptosis, menghambat proliferasi, mencegah inflamasi
(Nitric Oxide, menghambat COX2) dan menghilangkan radikal bebas,.
Inflamasi adalah fenomena patofisiologi dari beberapa penyakit, termasuk

17,20,21,23,24
perkembangan neoplasma.” "

Penelitian ini bertujuan untuk melihat ekstrak etil asetat Lengkuas dapat
berperan sebagai antikanker, melalui penghambatan proliferasi sel dan
induksi apoptosis. Untuk mengetahui dosis yang terbaik penghambatan
proliferasi dan induksi apoptosis pada mencit C3H yang diinokulasi sel
tumor adenokarsinoma mamma dengan toksisitas minimal maka digunakan
dosis bertingkat ekstrak etil asetat lengkuas, yaitu 225 mg/kgBB/hari, 450

mg/kgBB/hari dan 750 mg/kgBB/hari. Aktivitas proliferasi sel dinilai



1.2

1.3

dengan pengecatan immunohistokimia Ki67, yang akan mengekspresikan
sel yang berproliferasi pada fase GI1,S,G2,M kecuali GO, kemudian
dilakukan penghitungan dengan Allred scoring. Apoptosis dinilai dengan
menggunakan Tunel yang melabel sel yang mengalami fragmentasi DNA,

kemudian dilakukan perhitungan indeks apoptosis.
Rumusan Masalah

Apakah terdapat perbedaan aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis pada
sel adenokarsinoma mamma mencit C3H yang diberi ekstrak lengkuas

dengan dosis bertingkat?

Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan adanya perbedaan aktivitas proliferasi dan
indeks apoptosis pada sel adenokarsinoma mamma mencit
C3H yang diberi ekstrak lengkuas (4lpinia galanga) dengan
dosis bertingkat 225mg/kgBB/hari,450mg/kgBB/hari dan

750 mg/kgBB/hari.
1.3.2  Tujuan Khusus

1.3.2.1 Menghitung skor aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis
pada sel adenokarsinoma mamma mencit C3H yang diberi
ekstrak lengkuas (Alpinia galanga) dengan dosis 225mg/

kgBB/hari, 450mg/kgBB/hari dan 750 mg/kgBB/hari.



1.3.2.2 Menghitung skor aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis
pada sel adenokarsinoma mamma mencit C3H yang tidak

diberi ekstrak lengkuas (4/pinia galanga).

1.3.2.3 Menganalisa perbedaan skor aktivitas proliferasi dan indeks
apoptosis pada sel adenokarsinoma mamma mencit C3H
antarkelompok yang diberi ekstrak lengkuas (Alpinia
galanga) dengan dosis bertingkat 225 mg/kgBB/hari, 450

mg/kgBB/hari dan 750 mg/kgBB/hari.
1.4 Manfaat Penelitian

Ekstrak lengkuas (Alpinia galanga) terbukti menghambat aktivitas
proliferasi dan meningkatkan indeks apoptosis, maka lengkuas (Alpinia
galanga) dapat digunakan sebagai terapi adjuvan pada kanker, terutama

kanker mamma.

1.5 Penelitian Terdahulu mengenai Lengkuas

Nama Tahun Metode Populasi Hasil penelitian
Rusmarilin. 2003 Eksperi- - Cell line: Sel - menghambat proliferasi sel
H! mental kanker paru/ A kanker dalam kultur
Disertasi, 549, leuke-mia/K maupun sel kanker primer
IPB,Bogor 562, primary manusia, penghambatan

mela-noma/A proliferasi sel kanker diukur

375, hela (kanker berdasarkan jumlah sel yang

serviks) hidup dalam kultur dengan
- 42 Mencit C3H hemositometer.
yang - Dosis 750 mg/kg BB/hari

ditransplantasi sel memberikan gambaran




kanker compact
tubular carcino-
ma, dibagi
menjadi 7 ke-
lompok diberi
perlakuan ekstrak
lengkuas
50mg/kgBB
100mg/kgBB/hari
250mg/kgBB/hari
500mg/kgBB/hari
750mg/kgBB/hari
1000mg/kgBB/ha

ri dan kontrol

makroskopis dan
mikroskopis lebih baik dan
pada dosis 50 mg/kgBB/hari
paling baik dalam
menghambat pertumbuhan
kanker karsinoma tubular

padat.

Morikawa. 2005 Eksperi-
T. dkk" mental
(Pharmaceu

tical soc of

Mouse peritoneal

macrophage

Penghambatan inflamasi
melalui penghambatan Nitric
Oxide NO)

japan 2005

Mukarami 2005 Eksperi- Kultur sel: 1’- Acetoxychavicol acetate

A. dkk @V mental RAW264.7 cells dari Alpinia galanga,

(Am Soc ,mouse Zingiberaceae dan zerumbone

for Nutr. macrophage (zingeber, zerumbet,

2005) Zingiberaceae) berfungsi
sebagai antikanker melalui
efek sebagai anti inflamasi
dengan menghambat
cyclooxygenase-2 (COX)-2 m
RNA pada mouse macrophage

Zaeoung.S. 2004 Eksperi- Cell lines: Efek alpinia galanga sebagai

dkk® mental MCF7 (breast antioksidan, menghilangkan

(J.Sci.Tec- adeno-carcinoma)  radikal bebas dan mempunyai

nol, 2005, dan LS174T aktivitas sitotoksik terhadap




27(4):799- (colon adeno- tumor pada cell lines.
812) carcinoma)
Tachakitti- 2007 Eksperi- 2,2-diphenyl-1- Minyak esensial dari Hyptis
rungrod.S. mental  picrylhydrazyl suaveolens (Labiatae) dan
dkk@? (DPPH) dan 2,2’-  Alpinia galangal mempunyai
(Depart azinobis-(3- efek antioksidan dan aktivitas
pharm ethylbenzothiazolin  antimikroba
sciences, e-6-sulfonic acid)
facul of (ABTYS)
pharmacy)
Moffat.J. 2000 Eksperi- Kultur sel dari ACA menginduksi apoptosis,
dkk® mental  Ehrlich acites melalui metabolisme polyamin
(Carcinoge tumor cells, 1x10°  dan aktivasi caspase-3 pada
nesis 2000; cells/ml dalam tumor sel Ehrlich ascites.
21(12): fresh medium
2151-57)
Ito.K. 2005 Eksperi- Kultur sel, dari Menghambat pertumbuhan sel
dkk® mental Human multiple myeloma pada menusia dengan
(Cancer res myeloma cell line ~ menghambat NF-xB dan
2005 may termasuk mengurangi massa tumor.
15; 65) RPM18226,U266

dan IM-9

Penelitian berbeda dengan penelitian terdahulu, penelitian ini dengan metode
eksperimental, menggunakan mencit C3H 28 ekor dibagi dalam 4 kelompok,
kelompok Kontrol dan kelompok perlakuan yang mendapat ekstrak Alpinia
galanga dosis bertingkat (225 mg/kgBB/hari, 450 mg/kgBB/hari, 750 mg/kgBB/
hari). Aktivitas proliferasi dievaluasi menggunakan imunohistokimia Ki-67.

Indeks Apoptosis dievaluasi dengan imunohistokimia Tunel.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Lengkuas (Alpinia galanga (L.) Willd)

Klasifikasi :

Kingdom . Plantae

Division :  Magnoliophyta

Class : Liliopsida

Order . Zingiberales

Subfamily : Alpinioideae

Tribe . Alpiniecae

Genus . Alpinia

Species . A. galanga

Binomial name  : Alpinia galanga (L.) Willd '®

Lengkuas mempunyai nama daerah Laos (Jawa) sering digunakan
sebagai bumbu penyedap masakan atau rempah, mempunyai aroma harum
dan rasa yang pedas. Banyak ditemukan di wilayah Asia Tenggara, di
Indonesia, China dan Thailand. Selain untuk penyedap, digunakan juga
sebagai obat tradisional, untuk mengobati gangguan lambung,
menghilangkan kembung, anti jamur, menghilangkan gatal, menambah
nafsu makan, demam dan sakit tenggorokan. Akhir-akhir ini banyak
digunakan sebagai pengobatan dan pencegahan (Chemoprevention)

17,18,19,21
kanker.!718:1%



Lengkuas ada 2 macam lengkuas merah dan lengkuas putih. Lengkuas
putih banyak dipakai sebagai bumbu penyedap dan lengkuas merah lebih
mempunyai khasiat sebagai obat. Dari penelitian Rusmarilin, kandungan
ACA (1’ acetoxy chavicol acetate) lebih banyak pada ekstraksi lengkuas
merah daripada lengkuas putih."'® Dari penelitian sebelumnya
membuktikan bahwa kandungan ACA pada lengkuas mempunyai potensi
untuk menurunkan angka kejadian kanker yang diinduksi oleh

- 17,19,21,23,25
karsinogen. "7

ACA yang terkandung pada ekstrak Lengkuas mempunyai aktivitas anti
kanker dan antioksidan pada alur sel kanker, sel kanker manusia dan mencit
yang ditransplantasi dengan sel tumor primer. Penghambatan proliferasi sel
kanker diukur berdasarkan jumlah sel yang hidup dalam kultur dengan
hemositometer, penghambatan yang terjadi diduga karena apoptosis.
Penghambatan ini dipengaruhi jenis, usia dan konsentrasi ekstrak lengkuas.
Kandungan ACA yang tertinggi terdapat pada lengkuas merah usia 9 bulan
dengan pelarut yang tidak beracun yaitu pelarut ethyl acetat. Waktu untuk
ekstraksi yang optimal diperoleh selama 48 jam, penyimpanan rimpang
lengkuas merah pada lemari pendingin (7-10°C) menunjukkan hasil yang
baik dibandingkan penyimpanan pada suhu kamar (28-30°C). Makin lama
rimpang lengkuas disimpan kadar ACA-nya akan makin menurun.
Penyimpanan rimpang lengkuas merah pada lemari pendingin (7-10°C)
sampai 4 minggu, masih mengandung ACA 0,44%, bila 6 minggu menjadi

0.21%. Pada penyimpanan pada suhu kamar (28-30°C) sebaiknya sampai 2



minggu, karena kadar ACA masih cukup tinggi yaitu 0.43%. Pada
penyimpanan 4 dan 6 minggu kandungan ACA menurun menjadi 0,05% dan
0,01%. Dosis 50 mg/kgBB paling baik dalam menghambat pertumbuhan
kanker karsinoma tubular padat. Pada dosis 750 mg/kg akan memberikan
gambar makroskopik dan mikroskopis lebih baik, secara makroskopik
dilihat dari rasio berat jaringan kanker terhadap berat badan mencit relatif
lebih kecil dibandingkan dengan pemberian dosis rendah dan secara
mikroskopis menunjukkan jaringan nekrosis yang luas. Hasil uji toksisitas
secara in vivo berdasarkan pengukuran LDsy terhadap mencit strain CsH
yaitu sebesar 765 mg/kg BB. Pada konsentrasi 765 mg/kg BB merupakan

batas konsentrasi tertinggi karena mematikan 50% mencit percobaan.'’

Aquous aceton pada ekstrak Alpinia galanga menunjukkan
penghambatan produksi Nitric oxide (NO) pada LPS (lipopolysaccharide)
makrofag peritoneal mencit yang teraktivasi.'” Penelitian mengenai ACA
pada lengkuas dikombinasi dengan auraptene, nobiletin dan zerumbone
serta meneliti mekanisme molekuler yang mendasari, terhadap
penghambatan cyclooxygenase(COX)-2 mRNA expression pada LPS
makrofag mencit yang teraktivasi, didapatkan efek supresi ACA terhadap
COX-2. Disimpulkan bahwa phytochemical dapat sebagai kemopreventif
dengan penghambatan inflamasi yang berhubungan dengan penghambatan
karsinogenesis dan dengan kombinasi beberapa phytochemical akan
memberikan hasil yang baik, karena masing-masing phytochemical

mempunyai cara kerja yang berbeda.”!



Ekstrak metanol, air dan volatil o0il dari Alpinia galanga digabung
dengan Boesenbergia pandurata, Curcuma longa, Kaemferia galanga dan
Zingiber afficinale mempunyai efek menghilangkan radikal bebas, pada
penelitian menggunakan cell line 1,1-diphenil-2-picrylhydrazil (DPPH).
Disamping itu juga mempunyai aktivitas sitotoksik pada penelitian
menggunakan MCF 7 (breast carcinoma) dan LSTI174T (colon

. .23
adenocarcinoma) cell lines.

Minyak esensial dari Hyptis suaveolens (Labiatae) dan Alpinia yang di
hidrodistilasi bersama, akan mempunyai aktivitas antioksidan dan anti-
mikroba. Disebabkan karena mengandung 1,8-cieole,4-allyphenyl acetate
and p-bisabolene dengan minyak esensial. Kemampuan antimikroaba pada
kuman staphylococcus aureus, Streptococcus suis, Erysipelothrix rhusio-
pathiac, Pseudomonas aeruginosa, Esheria coli, Pasteurella multicocida

dan Actinomyces pyogenes.™

Pada penelitian untuk mengetahui ACA dalam menginduksi apoptosis,
diteliti melalui efek metabolisme polyamine dan aktivasi caspase-3 pada
tumor sel Ehrlich ascites. Pada penelitian ini ACA menghambat mitogen-
activated protein kinase (MAPK) sehingga akan menurunkan ornithine
decarboxylase (ODC) dan meningkatkan Spermidine/spermin N acetyl-
transferase (SSAT) sehingga menyebabkan gangguan jalur metabolisme
polyamine. Bila Polyamine intraseluler menurun atau terjadi gangguan jalur
metabolisme polyamine akan memacu aktivitas caspase-3 yang akan

mengakibatkan apoptosis. Pada penelitian ini didapatkan ACA tidak



2.2

mempunyai efek sitotoksik pada hepatosit tikus normal.”> Pada penelitian
untuk mengetahui efek ACA pada pertumbuhan sel myeloma pada
menusia, didapatkan efek penghambatan ACA terhadap NF-xB dan

26
pengurangan massa tumor.

Proliferasi, apoptosis, dan differensiasi dalam regulasi sel.

Jumlah sel pada suatu jaringan merupakan fungsi kumulatif, antara
masuknya sel baru dan keluarnya sel yang ada pada populasi. Masuknya sel
baru ke dalam populasi jaringan ditentukan oleh kecepatan proliferasinya.
Sel dapat meninggalkan populasinya karena kematian sel (apoptosis)
ataupun karena berdiferensiasi menjadi jenis sel lain. Peningkatan jumlah
sel dalam populasi tertentu dapat terjadi karena peningkatan proliferasi,

penurunan apoptosis atau diferensiasi sel.

Apoptosis adalah proses fisiologis untuk menjaga keseimbangan
populasi sel atau homeostasis. Differensiasi sel pada fase GO (resting/
istirahat) memungkinkan berproliferasi bila diperlukan, bila terjadi stimulasi

akan terjadi proliferasi dengan memasuki siklus G1.

Proliferasi sel distimulasi oleh faktor pertumbuhan intrinsik, jejas,
kematian dan kerusakan sel, mediator biokimiawi dari lingkungan.
Kelebihan stimulus atau kekurangan inhibitor akan menyebabkan
pertumbuhan sel yang tak terkontrol atau terjadinya kanker. Penginduksian
pertumbuhan sel dihubungkan dengan pemendekan siklus sel pada fase GO
sampai sel memasuki siklus sel. Pada fase GO sampai memasuki siklus sel

terdapat penghambatan fisiologis untuk terjadinya proliferasi sel.



Pertumbuhan sel dapat dicapai dengan memperpendek atau memperpanjang

. 272
siklus sel.>2"?8

2.3 Siklus sel

Pada mamalia, proliferasi sel diawali adanya stimulus eksternal
seperti growth factor untuk memasuki G1, satu sel akan mengalami
replikasi sampai akhir G1 kemudian growth factor akan menetap menjadi
growth factor induced signal atau menjadi growth factor inhibitor seperti
TGFp perubahan tersebut tergantung dari protein yang mengatur siklus sel.
Mitogen dan growth factor menginduksi sel untuk memasuki siklus sel

melalui kontrol point G1 restriction point.

Proses pembelahan sel menjadi pembelahan selanjutnya melalui
tahapan yang disebut siklus sel. Siklus sel terdiri dari 4 tahapan yaitu
presynthetic growth phase I (G1), DNA synthetic phase (S), premitotic
growth phase (G2) dan mitotic phase (M). Quiescent cells atau fase istirahat
disebut GO. Lamanya siklus sel rata- rata adalah 16 jam (1 jam untuk M dan
15 jam untuk interphase), lamanya siklus sel tergantung tahapan-tahapan
dalam siklus sel. Tahapan-tahapan dalam siklus sel antara lain, Gl
(presynthetic) : sel menyiapkan diri untuk sintesis DNA dan biosintesis
RNA dan protein. S (DNA Synthesis) : replikasi DNA dan sintesa histone,
pada fase akhir DNA mengandung sel ganda dan replikasi kromosom.
G2 (premitotic) : sel menyiapkan diri untuk membelah, replikasi kom-pleks

DNA dengan protein dan biosintesis, M (mifotic) : pembelahan inti dan



sitoplasma menjadi 2 sel, GO: fase istirahat, tidak ada mitogen, sel

matur/akhir diferensiasi misal sel neuron.

Keluar dan masuknya sel kedalam siklus sel dikonrol oleh perubahan
tingkatan dan aktivitas protein yang disebut cyclins. Protein yang
berhubungan dengan siklus sel yaitu cyclins dependent kinase (CDKs) dan
Cyclin—dependent kinase inhibitor (CKls). Cyclins tersebut sangat penting
untuk signal transduksi dan koordinasi pada tiap tahapan siklus sel. Sintesis
dan degradasi dari CDKs diatur oleh ikatan CDK inhibitors. Penting untuk
pengaturan Cells cycle checkpoins (G1—S dan G2—M) menahan siklus sel

bila terjadi kerusakan DNA supaya tidak terjadi replikasi.

Checkpoint yang berfungsi untuk merespon sel terhadap kerusakan
DNA, proses ini sangat penting untuk menjaga integritas sel/genome. Pada
siklus sel terdapat beberapa checkpoint yaitu : G1 checkpoint untuk pada
fase S, G2 checkpoint menahan siklus sel, sebagai respon kerusakan DNA
yang tidak replikasi selama fase S, M check point untuk menginaktifkan
chromosomal segregation sebagai respon dari misalignment pada mitotic

spindle.

Komponen dari checkpoint adalah protein yang beraksi sebagai sensor
kerusakan DNA, signal transducer atau effector. Gangguan dari fungsi
checkpoint akan mengakibatkan mutasi yang dapat menginduksi

. . 5,6,7,27,28
karsinogenesis.
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Gambar 2.1 Siklus sel
(Sumber: Pathologic Basis of Disease 7" ed, 2005. Kumar, Abbas, Fausto)

2.4 Apoptosis

Apoptosis adalah proses regulasi kematian sel untuk menggontrol
jumlah sel dan menghilangkan sel yang rusak. Jalur apoptosis diinduksi oleh
regulasi program intraselular, dimana sel mati akan mengaktivasi enzim
untuk mendegradasi DNA pada nukleus dan protein sitoplasma pada sel itu
sendiri. Membran plasma masih utuh, tetapi terjadi perubahan struktur
menjadi sel apoptosis yang akan menjadi target phagositosis oleh makrofag.
Sel yang mati segera dibersihkan sebelum terjadi kebocoran sel yang akan
menyebabkan reaksi inflamasi. Kematian sel dengan jalur apoptosis berbeda
dengan nekrosis, pada apoptosis tidak terjadi reaksi inflamasi. Apoptosis
penting untuk mengatur kematian sel untuk mengkontrol jumlah sel dan
membersihkan sel yang rusak yang mempunyai peran penting untuk supresi
tumor. Akhir-akhir ini, apoptosis digunakan untuk target terapi kanker. Sel
yang apoptosis akan menunjukkan sel melisut (cell shrinkage), pemadatan

kromatin (chromatin condensation) kemudian menjadi sel apoptosis atau



badan apoptosis yang akan memudahkan untuk difagositosis oleh makrofag.
Mekanime utama dalam apoptosis diperankan oleh kinase di growth factor

signaling pathways dan particular proteases yang disebut cztspase:.5’27’28

Proses apoptosis dibagi menjadi initiation phase selama caspase
menjadi aktif mengkatalisis dan excution phase yaitu selama enzim bereaksi
menjadikan sel apoptosis. Mekanisme apoptosis dibagi menjadi dua yaitu
mekanisne ektrinsik (death receptor — initiated pathways) dan mekanisme

intrinsik (mitochondrial pathways).
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Gambar 2.2 Jalur apoptosis
(Sumber: Pathologic Basis of Disease 7™ ed, 2005. Kumar, Abbas, Fausto)

Mekanisme ekstrinsik diawali oleh sel surface death receptor dari berba-
gai macam sel. Death receptor adalah anggota dari tumor necrosis factor
receptor family(TNF) mempunyai cytoplasmic domain yang berisi protein

interaksi disebut death domain, penting untuk mengirim apoptotic signals.



Beberapa TNF receptor family tidak mempunyai cytoplasmic death domain,
mekasisme apoptosisnya sedikit diketahui. Death receptor antara lain adalah
Type I TNF receptor (TNFR I) dan protein yang berhubungan disebut Fas
(CD95). Mekanisme apoptosis diinduksi oleh death receptor diilustrasikan

dengan baik oleh Fas.

Diawali Fas ligand (FasL) melepaskan Fas dari ligandnya. Molekul Fas
menuju ke sitoplasma yang terdapat death domain, tempat untuk berikatan
dengan adapter protein yang juga mempunyai death domain dan disebut
FADD (fas-associated death domain). FADD yang dilekatkan pada death
receptors kembali berikatan dengan inaktif dari caspase-8 (di manusia,
caspase 10) melalui death domain. Multiple pro caspase-8 molekul
kemudian dibawa ke dekatnya dan mereka saling berikatan untuk
mengaktifkan caspase-8, yang kemudian enzim tersebut akan mengaktifkan
cascade-caspase dengan mengikat dan meng-aktifkan pro-caspase yang lain
serta mengaktifkan enzim yang melaksanakan execution phase dari
apoptosis. Mekanisme apoptosis dapat dihambat oleh protein yang disebut
FLIP, yang berikatan dengan procaspase-8 tetapi tidak dapat berikatan dan
mengaktifkan enzim karena kurang mempunyai aktifitas enzym. Beberapa
virus dan sel normal memproduksi FLIP dan digunakan untuk menghambat
dan memproteksi infeksi dan memproteksi sel normal dari Fas mediated-

apoptosis.



VoW - - -

; FADD
Pro Caspase-8
Autocatalyti
caspase ,l,

activation

- Active
Caspase-8

4

Executioner caspases

APOPTOSIS

Gambar 2.3 Jalur ekstrinsik apoptosis

(Sumber: Pathologic Basis of Disease 7" ed, 2005. Kumar, Abbas, Fausto)

Mekanisme intrinsik diawali dari mitokondria yang disebabkan stimulus
internal seperti kerusakan DNA dan stress oksidatif. Jalur intrinsik
disebabkan oleh peningkatan permiabilitas mitokondria dan pelepasan
molekul pro apoptotic ke sitoplasma. Growth factor dan survival signal
menstimulasi produksi anti-apoptotic members dari Bcl-2 family. Bcl-2
family mempunyai lebih dari 20 macam protein, yang semuanya berfungsi
regulasi apoptosis. Dua protein yang berfungsi anti apoptosis adalah Bcl-2
dan Bcl-X. Protein anti-apoptosis dalam keadaan normal berada disekitar
membrane mitokondria dan sitoplasma. Ketika sel kehilangan kemampuan
mempertahankan diri atau mengalami stress, Bcl-2 dan/atau Bcl-x akan
menghilang dari membrane mitokondria dan digantikan kelompok protein
pro-apoptotis seperti Bax, Bak dan Bim. Ketika Bcl-2/Bcl-x menurun,

terjadi peningkatan permiabilitas membrane mitokondria menyebabkan



keluarnya beberapa protein yang akan mengaktifkan caspase cascade.
Salah satu dari protein tersebut adalah cytochrome c. Didalam cytosol
cytochrome c berikatan dengan Apaf-1 (apoptosis activating factor-1) dan
mengaktifkan caspase-9. ( Bcl-2 dan Bcl-x secara langsung menghambat
aktivasi Apaf-1 dan kemudian menghilang dari sel yang menyebakan dapt
terjadi aktivasi Apaf-1). Protein mitokondria yang lain seperti apoptosis
initiating factor (AIF) memasuki sitoplasma yang akan berikatan untuk
menetralkan berbagai macam inhibitor apoptosis. Hal tersebut akan

. 5272
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Gambar 2.4 Jalur intrinsik apoptosis
(Sumber: Pathologic Basis of Disease 7" ed, 2005. Kumar, Abbas, Fausto)

Fase eksekusi ( the execution phase ), akhir dari fase apoptosis yang
dibantu proteolytic cascade. Caspase family terdiri lebih dar 10 macam yang
mempunyai 2 fungsi dasar yaitu initiator caspase seperti caspase-8
,caspase-9 dan executioner caspase seperti caspase-3 dan caspase-6.

Executioner caspase bekerja pada komponen sel. Berikatan dengan
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cytoskeletal dan nuclear matric proteins yang menyebabkan gangguan pada
cytoskleleton dan breakdown pada nukleus. Target aktivasi caspase di

nukleus antara lain transkripsi, DNA replikasi dan DNA repair.

Menghilangkan sel apoptosis (Removal of Dead Cells), sel apoptosis
mempunyai marker molekul pada permukaan, yang membuat dikenali sel
didekatnya untuk difagosit dan dihilangkan. Makrofag reseptor akan
berikatan dengan sel apoptosis yang menyebabkan sel apoptosis dapat
difagositosis. Proses fagositosis sangat efisien menghilangkan sel yang mati

sehingga tidak menyebabkan proses inflamasi.
Onkogen dari sel tumor

Penelitian mengenai onkogenik pada manusia menggunakan DNA
transfection assay, untuk mengidentifikasi sel tumor yang mempunyai
proliferasi tidak terkontrol. DNA yang telah diekstraksi dari sel tumor
manusia dan dipotong-potong menjadi beberapa fragmen, kemudian
dipindahkan ke mencit melalui cell line (NIH-3T3), selanjutnya
digabungkan dengan genome, akan menghasilkan sel yang mengalami
transformasi karena kehilangan kontak untuk inhibisi. Sel yang mengalami
transformasi dapat menghasilkan sel tumor ketika di injeksikan melalui
atymic mencit. Genome yang dari sel yang mengalami transformasi
mengandung onkogen. Terjadinya tumor disebabkan adanya chromosome
translocation. Translokasi kromosom tersebut diidentifikasi sebagai

527,28
onkogen.™ "



2.6 Mekanisme Inflamasi menyebabkan karsinogenesis

Inflamasi mendasari patofisiologi dari beberapa penyakit, termasuk
perkembangan neoplasma. Aktivasi sel-sel inflamasi pada stromal meng-
induksi sel tumor untuk tumbuh dan berkembang menjadi tumor ganas.
Stimulasi akan menghasilkan biokemikal mediator, termasuk reactive
oxygen, nitrogen spesies dan proinflamatory chemokines dan cytokines,
Cyclooxygenase (COX, PGH; sintetase) yang mendonasi 2 molekul oksigen
saat metabolisme asam arachidonat menjadi Prostaglandin (PGH;) melalui
peroksidasi, bersama radikal bebas akan menyebabkan aktivasi peroxidative
dari COX2 yang akan meningkatkan oxidize aromatic dan heterocyclic
amines dan dyhidrodiol derivat yang akan meningkatkan progresi pada
kanker payudara dan meningkatkan growth factor. Radikal bebas, nitric
oxide/reactive nitrogen dan oxygen spesies, akan menyebabkan inflamasi
yang akan menyebabkan kerusakan dari protein (DNA repair enzyme,

caspase) yang akan menyebakan DNA damage dan mutasi.>’2%2%3031

Karsinogenesis terbagi dari tiga tahapan yaitu inisiasi, progresi, dan
promosi. Inisiasi yaitu sel normal menjadi sel yang terinisiasi/initiated atau
berubah/transformed. Promosi yaitu perubahan sel terinisiasi menjadi sel
preneoplasma. Progresi yaitu perubahan sel preneoplasma menjadi sel
neoplasma. Dimana inflamasi berperan dalam 3 tahapan karsinogenesis

2 1
tersebut.?%



2.7 Klasifikasi

Pembagian jenis histoligik kanker payudara menurut World Health

Organization (WHO) tahun 2003 sebagai berikut®*:

Epithelial tumours
Invasive ductal carcinoma, not otherwise specified
Mixed type carcinoma
Pleomorphic carcinoma
Carcinoma with osteoclastic giant cells
Carcinoma with melanotic features
Invasive lobular carcinoma
Tubular carcinoma
Invasive cribriform carcinoma
Medullary carcinoma
Mucinous carcinoma and other tumours with abundant mucin
Mucinous carcinoma
Cystadenocarcinoma and columnar cell mucinous carcinoma
Signet ring cell carcinoma
Neuroendocrine tumours
Solid neuroendocrine carcinoma
Atypical carcinoid tumour
Small cell/oat cell carcinoma
Large cell neuroendocrine carcinoma

Invasive papillary carcinoma



Invasive micropapillary carcinoma
Apocrine carcinoma
Metaplastic carcinomas
Pure epithelial metaplastic carcinomas
Squamous cell carcinoma
Adenocarcinoma with spindle cell metaplasia
Adenosquamous carcinoma
Mucoepidermoid carcinoma

Mixed epithelial/mesenchymal metaplastic carcinomas

2.8 Etiologi dan Patogenesis

Faktor resiko penting untuk perkembangan kanker payudara adalah
hormonal dan genetik (family history). Kanker payudara dibagi menjadi
kasus sporadik yang dihubungkan dengan pengaruh hormonal dan herediter
yang dihubungkan dengan genetik atau terjadinya mutasi. Faktor lain yang

mempengaruhi terjadinya kanker payudara yaitu faktor lingkungan.

Herediter. Adanya riwayat kanker payudara pada keluarga menjadi
peringkat penyebab pertama, didapatkan pada 13% wanita dengan kanker
payudara. Hanya 1% yang disebabkan jalur mutasi genetik. Sekitar 25%
familial kanker (sekitar 3% dari seluruh kanker payudara) disebabkan
penekanan autosomal-dominant genes: BRCA1 dan BRCA2. Mutasi yang
mempengaruhi protoonkogen dan gen penekan tumor di epitel payudara ikut

serta dalam proses transformasi onkogenik. Di antara berbagai mutasi



tersebut, yang paling banyak dipelajari adalah ekspresi berlebihan
protoonkogen ERBB2 (HER2/NEU), yang diketahui mengalami amplifikasi
pada hampir 30% kanker payudara. Gen ini adalah anggota dari famili
reseptor faktor pertumbuhan epidermis, dan ekspresi berlebihannya
berkaitan dengan prognosis yang buruk. Secara analog, amplifikasi gen RAS
dan MYC juga dilaporkan terjadi pada sebagian kanker payudara manusia.
Mutasi gen penekan tumor RBI dan 7P53 juga ditemukan. Dalam
transformasi berangkai sel epitel normal menjadi sel kanker, kemungkinan

besar terjadi banyak mutasi didapat.

Sporadik. Disebabkan karena paparan hormon, dihubungkan dengan usia
menarke dan menopause, riwayat reproduksi, riwayat menyusui, estrogen
eksogen. Banyak terjadi pada postmenopause dan overekspresi ER
(Estrogen Reseptor). Estrogen merangsang pembentukan faktor pertumbuh-
an oleh sel epitel payudara normal dan oleh sel kanker. Dihipotesiskan
bahwa reseptor estrogen dan progesteron yang secara normal terdapat di
epitel payudara, mungkin berinteraksi dengan promotor pertumbuhan,
seperti transforming growth factor o (berkaitan dengan faktor pertumbuhan
epitel), platelet-derived growth-factor, dan faktor pertumbuhan fibroblast
yang dikeluarkan oleh sel kanker payudara, untuk menciptakan suatu

mekanisme autokrin perkembangan tumor.

Faktor lingkungan. Pengaruh lingkungan diisyaratkan oleh insiden kanker

payudara yang berbeda-beda dalam kelompok yang secara genetis homogen
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dan perbedaan geografik dalam prevalensi. Faktor lingkungan lain yang

penting adalah iradiasi dan estrogen eksogen.'”

Ki67

Ki67 digunakan untuk mendeteksi/mengevaluasi faktor pertumbuhan dari
jaringan neoplasma/proliferasi sel.”> Ki-67 protein dikenal sebagai mono-

clonal antibody Ki-67 atau MK 167.%*

Ki67 adalah nonhistone nuclear protein yang berhubungan dengan siklus
sel, yang diekspresikan pada sel yang berproliferasi selama pertengahan fase
G1, meningkat pada saat memasuki fase S dan G2, dan mencapai puncak
pada fase M pada silus sel, dan dikatabolisme dengan cepat pada akhir fase
M dan tidak terdeteksi pada fase GO dan awal G1. Ekspresi Ki67 sangat
berhubungan dengan pertumbuhan (growth fraction) dan tidak nampak
selama proses perbaikan DNA. Ki67 dihubungkan dengan petanda proli-
ferasi sel, dan pada invasive breast cancer digunakan untuk menentukan

. . 3536,37,39.40.41
grading yang berhubungan dengan prognosa pasien.” >~ """

Pada interfase Ki-67 antigen dapat dideteksi melalui nukleus, pada saat

terjadinya mitosis banyak protein dilokasikan dipermukaan kromosom.

Ki-67 adalah monoklonal antibodi yang dihasilkan dengan mengimunisasi
mencit dengan nuklei hodgkin lymphoma cell line L 428. Penamaan berasal
dari nama kota asal yaitu Kiel dan penomoran dari original clone pada 96-
well plate. MIB-1 yang digunakan adalah monoclonal antibody yang

mendeteksi Ki-67 antigen. Ki-67 labeling index digunakan setelah jaringan
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diprosesing dengan formalin, parafin dan embedding dan setelah dipanaskan

. . 34
dengan perantaraan antigen retrieval.

Tunel (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin

nick end labeling) assay

Sel apoptosis mempunyai bentuk kondensasi kromatin menjadi kasar,
shrinkage/penyusutan sel dan nukleus, fragmentasi nukleus dan protuberan
(pembengkakan) pada permukaan sel yang menghasilkan badan apoptosis,
yang dikelilingi oleh halo yang jernih, yang dapat dilihat secara mikros-
kopis, dengan prosesing jaringan rutin ,pengecatan rutin H&E maupun
pengecatan immunohistokimia TUNEL.”*'*"> Prinsip metoda ini adalah
perpaduan antara reaksi molekular dengan imunohistokimia, dimana reaksi
molekular ditandai adanya ligasi antar fragmentasi DNA dengan
degoxigenin dengan bantuan enzym TdT (terminal deoxynucleotide
transferase) dan reaksi imunohisto-kimia yang ditandai adanya reaksi
imunologi yaitu reaksi antara antigen dan antibodi dan reaksi kimiawi yaitu

52729 pemeriksaan  Tunel

adanya reaksi enzym dengan substrat
menggunakan TdT-FragEL detection kit, pada pemerik-saan ini, ikatan TdT
untuk menampakkan akhir 3-OH dari fragmentasi DNA, penambahan
katalisa dari biotin-labeled dan unlabeled deoxy-nucleotides pada bagian ini.
Biotinylated nucleotides akan didetection menggunakan ikatan streptavidin-

horseradis peroxidase. Reaksi diamino-benzidine dengan sampel yang

dilabel akan menyebabkan warna pada DNA fragmentation.**



2.11 Target molekular terapi herbal untuk prevensi dan terapi kanker

Target dan mekanisme molekular herbal untuk prevensi dan terapi
kanker sedikit diketahui. Tumorigenesis adalah berbagai tingkatan yang
mengaktifkan karsinogen lingkungan, faktor inflamasi dan tumor promotor.
Karsinogen akan memodulasi transkripsi faktor (NF-kB, AP-1, STAT3),
anti apoptosis protein (Akt, Bcl-2, Bcl-XL), pro-apoptotis protein (caspase,
PARP), protein kinase (IKK,EFGR,HER2,JNK,MAPK), protein siklus sel
(cyclin, cyclin dependent kinase), cell adhesion molecules, COX-2 nd

Growth factor signaling pathways.

Nuklear factor-kappa B (NF-kB) adalah berhubungan dengan protein
dimmers yang berikatan dengan DNA disebut kB site. NF-kB berhubungan
dengan kanker, diaktivasi oleh radikal bebas, stimulus inflamasi, cytokines,
karsinogen, tumor promotor, endotoksin, rasiasi, ultraviolet dan X-rays. Bila
terjadi aktivasi maka akan terjadi translokasi di nukleus, yang akan
menginduksi ekspresi lebih dari 20 gen yang akan menekan apoptosis dan
menginduksi transformasi sel, proliferasi, inflamasi, metastasis, kemoresis-
ten, rasioresisten dan inflamasi. Dimana gen tersebut akan menunjukkan
terjadinya kanker termasuk ekspresi cyclin D1, menekan apoptosis protein

Bcl-2 dan Bel XL dan terjadi angiogenesis dan metastasis.

Siklus sel, diatur oleh cyclin dan cyclin dependent kinase, cyclin D1, Cdk-4
dan Cdk-6. Gangguan dari pengaturan waktu, check point, dan over ekspresi

dari growth promoting cell cycle factor seperti cyclin D1 dan CDK akan



menyebabkan tumorigenesis. Beberapa phytochemicals menunjukkan meng-

hambat gangguan pada pengaturan siklus sel pada kanker.

Apoptosis, menunjukkan menjadi keseimbangan secara alami antara sel
mati dan sel matur dengan menghancurkan sel yang rusak dan abnormal.
Ekspresi NF-xB, Bcl-2, Bcl-XL, cIAP, survivin, TRAF1 dan TRAF2
menyebabkan menghambat jalur apoptosis. Beberapa phytochemical
menunjukkan menghambat aktivasi NF-xkB atau AP-1 yang akan menekan

proliferasi dan menginduksi apoptosis.*’
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KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

Inokulasi Sel Tumor

Ekstrak Lengkuas
1’ acetoxy chavicol |———»

acetate(ACA)
S Inflamasi
BcL-2 Cyclin D1
BcL-XL l CDK
COX-2
NO
Radikal Bebas
} '
NF-xB

' )

Aktivitas Proliferasi Sel Indeks Apoptosis




3.2 Kerangka Konsep

Indeks Apoptosis

Ekstrak Lengkuas
pada Adenocarcinoma
mamma mencit C3H

Aktivitas Proliferasi

3.3 Hipotesis

3.3.1

332

Hipotesis mayor

Pemberian ekstrak Alpinia galanga dosis bertingkat pada mencit
C3H akan menurunkan aktivitas proliferasi dan meningkatkan indeks
apoptosis sel adenokarsinoma mamma.

Hipotesis minor

Terjadi penurunan skor aktivitas proliferasi dan peningkatan skor
indeks apoptosis pada sel adenokarcinoma mamma mencit C3H
antar kelompok yang diberi ekstrak lengkuas (A/pinia galanga)
dengan dosis bertingkat 225 mg/kgBB/hari, 450 mg/kgBB/hari dan

750 mg/kgBB/hari dibanding kelompok Kontrol.
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4.2

4.3

4.4

BAB IV
METODE PENELITIAN
Ruang Lingkup Penelitian

Ruang lingkup disiplin ilmu penelitian ini meliputi bidang ilmu patologi

anatomi, biologi molekuler dan farmakologi.

Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan di Laboratorium Penelitian Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia Jakarta dan Labora-
torium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro
Semarang. Penelitian dan pengumpulan data dilakukan selama lebih kurang

8 minggu.

Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratorium,
menggunakan desain post test controled group dengan hewan coba mencit

betina strain C3H.

Populasi dan Sampel Penelitian

4.4.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian meliputi mencit strain C3H yang diperoleh dari
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Indonesia Jakarta.



4.4.2 Sampel Penelitian

4421

4422

Besar Sampel

Besar sampel berdasarkan kriteria WHO, setiap kelompok
terdiri atas minimal 7 ekor mencit.** Besar sampel

keseluruhan adalah 28 ekor mencit.
Cara Pengambilan Sampel

Sampel penelitian diperoleh dari populasi secara simple
random sampling, dengan kriteria inklusi dan eksklusi
sebagai berikut :
1. Kriteria inklusi

a. Mencit betina

b. Strain C3H

c. Umur 3 —4 bulan

d. Berat badan 20 — 30 gram

e. Selama observasi 7 hari sebelum perlakuan tidak

sakit, aktivitas dan tingkah laku normal.

2. Kriteria eksklusi

a. Tidak tumbuh tumor setelah dilakukan inokulasi.

b. Tikus tampak sakit (gerakan tidak aktif)

c. Mencit mati selama perlakuan berlangsung (drop

out).



45 Variabel Penelitian
45.1 Variabel Bebas

Variabel bebas adalah ekstrak etil asetat Alpinia galanga (lengkuas)
dengan dosis bertingkat 225 mg/kgBB, 450 mg/kg dan 750

mg/kgBB.
4.5.2 Variabel Tergantung

1. Aktivitas proliferasi yaitu proses pembelahan sel, melalui
tahapan yang disebut siklus sel. Pembelahan sel terdiri dari 4
tahapan yaitu G1, S, G2dan M, yang akan memberikan ekspresi
positif dengan pewarnaan immuno-histokimia Ki67 pada semua
tahapan kecuali tahapan GO, skala rasio.

2. Indeks apoptosis yaitu persentase sel apoptosis dari 1000 sel
tumor dari 10 lapangan pandang dengan pembesaran 400X.
Apoptosis adalah proses regulasi kematian sel untuk
menggontrol jumlah sel dan menghilangkan sel yang rusak,
yang akan memberikan ekspresi positif dengan pewarnaan

immunohistokimia Tunel, skala rasio.

4.6 Bahan dan Alat
46.1 Bahan

Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah sebagai

berikut :
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1. Bahan uji rimpang lengkuas (4lpinia galanga) diperoleh dan

diekstraksi di bagian Laboratorium Pengujian Nutrisi Bahan
baku Obat UNDIP di Institusi Obat Alam Indonesia. Lengkuas
merah segar dengan umur panen 9 bulan, diperlukan kurang
lebih 0,713 kg Lengkuas merah untuk masa penelitian 20 hari

dengan perhitungan 40 ekor mencit C3H. (Lampiran 3)

2. Hewan coba adalah mencit betina strain C3H dengan umur 3-4
bulan dan berat 20-30 gram. Mencit diperoleh dari Laboratorium
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia.

3. Sel tumor Adenokarsinoma mamma diperoleh dari mencit
donor.

4. Bahan-bahan untuk penatalaksanaan jaringan, pembuatan
sediaan histopatologik dan immunohistokimia.

5. Monoclonal Rat Anti-Mouse Ki-67 Antigen, DakoCytomation
code No. M 7249.

6. BioVision’s Apo-BrdU-IHC Kit, two color TUNEL (Terminal
deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labeling).

Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini sebagai berikut :

1.

2.

3.

Kandang mencit.
Spuit khusus untuk memasukkan ekstrak per oral.

Seperangkat alat bedah minor.



4. Alat-alat ekstraksi bahan obat sesuai prosedur baku Labo-
ratorium Pengujian Nutrisi Bahan baku Obat UNDIP di Institusi
Obat Alam Indonesia.

5. Alat-alat penatalaksanaan jaringan, pembuatan sediaan histo-
patologik dan imunohistokimia.

6. Mikroskop binokuler.



4.7 Alur Kerja
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Gambar Alur Kerja
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Keterangan :

K : Kelompok kontrol I mencit C3H diberi diet standar dan diinokulasi
sel tumor, setelah timbul massa tumor (1-2 minggu), tidak mendapat-
kan alpinia galanga setelah 2 minggu dilakukan terminasi.

P1 : Kelompok perlakuan I, mencit C3H yang diinokulasi sel tumor dan
diberi diet standar, setelah timbul benjolan (1-2 minggu), kemudian
mendapat alpinia galanga 225 mg/kgBB selama 2 minggu.

P2 : Kelompok perlakuan II, mencit C3H yang diinokulasi sel tumor dan
diberi diet standar, setelah timbul benjolan (1-2 minggu), kemudian
mendapat alpinia galanga 450 mg/kgBB selama 2 minggu.

P3 : Kelompok perlakuan III, mencit C3H yang diinokulasi sel tumor dan
diberi diet standar, setelah timbul benjolan (1-2 minggu), kemudian

mendapat alpinia galanga 750 mg/kgBB selama 2 minggu.

Cara kerja

Dua puluh ekor mencit betina strain C3H dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu
kelompok Kontrol (K), Perlakuan 1 (P1), Perlakuan 2 (P2). Perlakuan 3
(P3). Masing-masing kelompok terdiri dari 7 mencit C3;H, kemudian
dikandangkan sesuai kelompok dan pada tiap mencit diberi penomoran
dengan memberi tanda pada telinga tiap mencit. Semua mencit dari K, P1,
P2 dan P3 dilakukan inokulasi sel tumor mamma (Lampiran 4). Kemudian
diberi perlakuan sebagai berikut:

K diberi diet standar, setelah timbul massa tumor (1-2 minggu), tidak
mendapatkan perlakuan (ekstrak Lengkuas). P1 diberi diet standar, setelah

timbul benjolan (1-2 minggu), mendapat ekstrak lengkuas merah 225



mg/kgBB selama 2 minggu. P2 diberi diet standar, setelah timbul benjolan
(1-2 minggu), mendapat ekstrak lengkuas merah 450 mg/kgBB selama 2
minggu. P3 diberi diet standar, setelah timbul benjolan (1-2 minggu),
mendapat ekstrak lengkuas merah 750 mg/kgBB selama 2 minggu.

Tiap kelompok setelah timbul massa tumor, diukur volume tumornya
dengan kaliper, selanjutnya pengukuran dilakukan 1 minggu sekali. Berat
badan mencit ditimbang saat mulai penelitian, dilanjutkan penimbangan
setiap 1 minggu sekali. Setelah masa perlakuan berakhir, mencit diterminasi.
Cara terminasi memperhatikan prinsip-prinsip yang dinyatakan dalam
Deklarasi Helsinki 1975 dan Pedoman Nasional Etik Penelitian Kesehatan
(PNEPK), mencit dianestesi dengan ether menurut kelompoknya,
selanjutnya mencit diterminasi dengan cara di dislokasi cervikalnya.
Kemudian diambil jaringan tumor dilakukan pengukuran volume tumor.
Jaringan tumor diproses menjadi blok parafin (Lampiran 3), kemudian
dibuat preparat untuk pemeriksaan histopatologik dengan pewarnaan
jaringna dengan HE (Lampiran 4). Selanjutnya dilakukan pengecatan

imunohisto-kimia Ki67 (Lampiran 5) dan Tunel (Lampiran 6).

4.9 Definisi Operasional

1. Aktivitas proliferasi adalah proses pembelahan sel, melalui tahapan
yang disebut siklus sel. Siklus sel terdiri dari 4 tahapan yaitu Gl, S,
G2dan M. Aktivitas proliferasi dapat dinilai menggunakan Ki67 yaitu
nonhistone nuclear protein, yang akan mengekspresikan seluruh
tahapan siklus sel kecuali fase istirahat (G0).  Aktivitas prolferasi sel

dihitung dengan melihat jumlah sel yang mengekspresikan antibodi



monoklonal Ki67 ditandai dengan inti sel yang berwarna coklat. Tiap
slide dinilai 10 lapangan pandang dengan pembesaran 400X. Dilakukan
penilaian jumlah/persentase sel yang tereksperesi positif dan intensitas

- 7,48.49,50
warnanya, dengan mengunakan skoring Allred.”™™
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Gambar 4.1 ALLRED SCORING

2. Indeks apoptosis dihitung dengan melihat jumlah sel apoptosis.
Apoptosis adalah proses regulasi kematian sel untuk menggontrol
jumlah sel dan menghilangkan sel yang rusak. Sel apoptosis
mempunyai tanda-tanda kondensasi dan fragmentasi inti dan dikelilingi
oleh halo, dapat dilabel dengan Tunel, yang akan mengekspresikan
warna coklat pada inti sel.

Jumlah sel apoptosis yang terekspresi positif dilakukan penghitungan :

- Indeks apoptosis,yaitu dengan cara tiap slide dihitung persentase
sel apoptosis dari 1000 sel tumor dari 10 lapangan pandang dengan
pembesaran 400X, kemudian dinilai index apoptosis dengan rumus:

7,48,49,50

Index apoptosis (IA) = (sel apoptosis/total sel) x 100%.

4.10 Analisis Data



Data yang telah diperoleh meliputi skor aktivitas proliferasi dan indeks
apoptosis dari empat kelompok, yaitu kelompok kontrol (K) kelompok P1
yang mendapatkan ekstrak Alpinia galanga 225 mg/kgBB/hari, P2 yang
mendapatkan ekstrak Alpinia galanga 450 mg/kgBB/hari dan P3 yang
mendapatkan ekstrak Alpinia galanga 750mg/kgBB/hari. Karena mencit
percobaan kelompok P1 mati 1 ekor, P2 mati 5 ekor, P3 mati 8 ekor, maka
analisa data dilakukan 2 kali : 1) menganalisa perbedaan skor aktivitas
proliferasi dan indeks apoptosis semua mencit yang telah diterapi / Intention
to treat analysis (waktu kematian mencit diabaikan), 2) menganalisa
perbedaan skor aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis yang diterminasi
sesuai jadwal penelitian/perprotocol analysis, semua data diolah secara
statistik dengan menggunakan alat bantu program komputer SPSS.

Data aktivitas proliferasi dan indeks apoptosis, merupakan skala rasio.
Dilakukan analisa deskriptif ditampilkan dalam bentuk mean, median,
modus dan simpangan baku, selanjutnya dinilai memiliki sebaran normal
atau tidak dengan menilai histogram, box plot. Selanjutnya dilakukan uji
normalitas Shapiro-Wilk. Data memiliki distribusi normal dan varians sama
dilanjutkan dengan uji beda hipotesis One Way Anova, kemudian dilakukan
uji beda antar kelompok dengan menggunakan LSD. Data distribusi tidak
normal atau varians tidak sama dilakukan uji non parametrik Kruskal-
Wallis, kemudian dilakukan uji beda antar kelompok, menggunakan Mann-
Whitney

Nilai p bermakna bila p <a (0,05).



BABV

HASIL PENELITIAN

Jumlah sampel pada awal penelitian tiap kelompok adalah 7 ekor mencit.
Pada minggu kedua, jumlah sampel yang masih hidup adalah 7 ekor pada
kelompok kontrol (K), 6 ekor pada kelompok perlakuan 1 (P1), dan masing-
masing 3 ekor pada kelompok perlakuan 2 (P2) dan kelompok perlakuan 3 (P3).
Pada minggu ke tiga, jumlah sampel kelompok K dan P1 yang masih hidup tetap
sama dengan minggu kedua, tetapi semua mencit P3 mati 6 ekor dan tinggal 1
ekor, karena kondisinya lemah maka dilakukan terminasi sehingga mencit pada
perlakuan 3 mati semua, P2 tinggal dua ekor mencit saja yang masih tetap hidup.
Karena sampel mencit P2 dan P3 banyak yang mati, maka dilakukan penelitian

organ gaster, hepar dan ren untuk melihat efek samping ekstrak etil asetat Alpinia

galanga.
Tabel 5.a Jumlah sample pada awal sampai akhir penelitian.

Awal Minggu I Minggu Il Minggu III
Kelompok  Penelitian (awal (minggul (minggu II
(Inokulasi) perlakuan)  Perlakuan) perlakuan

K 7 7 7 7

P1 7 7 6 6

P2 7 7 3 2

P3 7 7 3 0
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Gambar 5.b Grafik Survival analisis
Keterangan :

Sampai hari ke-4 mencit mati 7 ekor , sampai hari ke-8 mencit mati 13 ekor,

sisa mencit sampai akhir penelitian 15 ekor.

Ekstraksi ekstrak etil asetat Alpinia galanga (rimpang lengkuas)

Dari penelitian Herla, dalam menentukan pelarut Alpinia galanga untuk
mendapatkan ACA (1’ asetoksi khavikol asetat) tertinggi dengan pelarut
yang tidak beracun digunakan pelarut etil asetat. Untuk penelitian
diperlukan kurang lebih 0,713 kg Lengkuas merah untuk masa penelitian 20
hari dengan perhitungan 40 ekor mencit C3H. Lengkuas dipotong-potong,
kemudian dikeringkan dengan oven 50°C, setelah menjadi kering
dihaluskan sampai menjadi serbuk 178,125 gr (tinggal kira-kira 25% berat
awal, karena lengkuas mengandung 75% air), kemudian dilarutkan dalam

etil asetat dengan alat soklet menjadi filtrat etil asetat. Selanjutnya diuapkan



5.2

dengan vacuum rotary evaporator menjadi crude, menjadi 7,125 gr (tinggal
kira-kira 4% berat serbuk). Kemudian dibuat larutan 0,2 ml mengandung

dosis 225 mg/kgBB, 450 mg/kgBB dan 750 mg/kgBB."’

Inokulasi sel adenokarsinoma mamma

Untuk menumbuhkan sel adenokarsinoma mamma pada hewan coba,
digunakan metode inokulasi (penanaman sel adenokarsinoma) dengan cara :
tumor mamma dari mencit donor dicacah menghasilkan bubur tumor paling
sedikit 1 ml. Bubur tumor disuntikkan subkutan diaksila kanan mencit
dengan dosis 0,2 ml menggunakan spuit insulin, yang berisi kurang lebih
10° sel tumor hidup. Setelah melalui masa laten kurang lebih satu minggu
akan tampak masa tumor ditempat suntikan. Pada penelitian ini pada hari ke
tujuh sudah didapatkan massa tumor pada semua binatang coba. Pengukuran
panjang dan lebar tumor dengan kaliper (mm). Untuk pengukuran volume
tumor menggunakan rumus: (panjang x lebar®)/2.77*%*

Rerata volume tumor pada awal penelitian kelompok K (39,6 + 15,8)

mm’, P1 (54,7 + 47,2) mm’, P2 (36,3 = 7,1)mm’, P3 (33,2 + 13,6)mm’

Tabel 5.2 Rerata volume setelah 7 hari inokulasi.

Kelompok Volume awal (mm”)
Kontrol 39,6 £ 15,8
Perlakuan 1 54,7+ 47,2
Perlakuan 2 36,3+ 7,1

Perlakuan 3 33,2+13,6
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Indeks apoptosis semua mencit (Intention to treat analysis/ waktu

kematian mencit diabaikan)

Hasil uji normalitas Indeks apoptosis semua mencit (Intention to treat
analysis/ waktu kematian mencit diabaikan) menunjukkan distribusi indeks
apoptosis tidak normal p=0,00 (p<0,05), maka dilakukan uji nonparametrik.
Berdasarkan hasil uji distribusi data tersebut, uji hipotesis menggunakan

Kruskal wallis.

N= 7 7 6 7
kontrol perlakuan 1 perlakuan 2 perlakuan 3

Indkes Apotosis
=

kelmpok

Tabel 5.3.1 Indeks apoptosis semua mencit (Intention to treat analysis/

waktu kematian mencit diabaikan)

Hasil uji Kruskal wallis terdapat perbedaan bermakna (p=0,011)
menandakan terdapat perbedaan bermakna indeks apoptosis diantara
kelompok penelitian, selanjutnya dilakukan wji Mann-Whitney untuk
mengetahui secara pasti kelompok-kelompok yang memiliki beda

bermakna.



Tabel 5.3.2 Rerata Indeks apoptosis semua mencit (Intention to treat

analysis/waktu kematian mencit diabaikan)

N Rerata + SD Median
Kontrol 7 0,00 + 0,00 0,0000
Perlakuan 1 7 2,70 + 1,81 3,3000
Perlakuan 2 6 1,17 + 1,08 1,3500
Perlakuan 3 7 1,07 + 1,44 0,0000
p* 0,011

Ket. : " Kruskal Wallis p<0,05

Rerata indeks apoptosis pada sel adenokarsinoma mammae mencit C3H
yang tertinggi pada kelompok P1 adalah 2,70 + 1,81, diikuti kelompok P2
adalah 1,17 £ 1,08 dan terendah kelompok P3 adalah 1,07 + 1,44.

(Tabel 5.3.2).

Tabel 5.3.3 Hasil uji beda indeks apoptosis antar kelompok pada semua

mencit (Intention to treat analysis)

Antar kelompok P

K- P1 ,003
K- P2 ,014
K- P3 ,062
P1-P2 ,114
P1-P3 ,067
P2-P3 ,880

Mann-whithney test

Rerata Indeks apoptosis pada kelompok P1 adalah lebih tinggi secara
bermakna dibandingkan kelompok K (p=0,003) dan hal yang sama

didapatkan pada perbandingan antara kelompok P2 dengan K (p=0,014).
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Didapatkan perbedaan tidak bermakna pada kelompok K dengan P3
(p=0,062), P1 dengan P2 (p=0,114), P1 dengan P3 (p=0,067) dan P2 dengan

P3 (p=0,88).

Aktivitas proliferasi semua mencit (Intention to treat analysis / waktu

kematian mencit diabaikan)

Hasil uji normalitas aktivitas proliferasi semua mencit (/ntention to
treat analysis/ waktu kematian mencit diabaikan), distribusi aktivitas
proliferasi tidak normal p=0,22 (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji non
parametrik. Berdasarkan hasil uji distribusi data tersebut, uji hipotesis

menggunakan Kruskal wallis.

z%;ié

N= 7 7 6 7
kontrol perlakuan 1 perlakuan 2 perlakuan 3

Aktivitas proliferasi / Ki-67

67

kelompok

Tabel 5.4.1 Aktivitas proliferasi semua mencit (Intention to treat analysis /

waktu kematian mencit diabaikan)



Hasil uji Kruskal wallis terdapat perbedaan bermakna (p=0,017)
menandakan terdapat perbedaan bermakna indeks apoptosis diantara
kelompok penelitian, selanjutnya dilakukan uji Mann-Whitney untuk
mengetahui secara pasti kelompok-kelompok yang memiliki beda

bermakna.

Tabel 5.4.2 Rerata Aktivitas proliferasi semua mencit (Intention to treat

analysis/ waktu kematian mencit diabaikan)

Kelompok N Rerata + SD Median
Kontrol 7 37,43 + 15,49 41,00
Perlakuan 1 7 21,71 + 19,01 23,00
Perlakuan 2 6 13,17 + 11,77 14,50
Perlakuan 3 7 6,71 + 10,87 0,00
P’ 0,017

Ket. : * Kruskal Wallis p<0,05

Aktivitas proliferasi sel adenokarsinoma mammae mencit C3H yang
terendah pada kelompok P3 adalah 6,71 + 10,87, diikuti kelompok P2
adalah 13,17 + 11,77 dan kelompok P1 adalah 21,71 £ 19,01, paling tinggi

pada kelompok Kontrol adalah 37,43 + 15,49.

Tabel 5.4.3 Hasil uji beda aktivitas proliferasi antar kelompok

(Intention to treat analysis)

Antar kelompok P

K- Pl ,109
K- P2 ,022
K-P3 ,005
P1- P2 ,429
P1-P3 ,102
P2-P3 ,367

Mann-whithney test
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Rerata aktivitas proliferasi pada kelompok Kontrol adalah lebih tinggi
secara bermakna dibandingkan kelompok P2 (p=0,022) dan hal yang sama
didapatkan pada perbandingan antara kelompok kontrol dengan P3
(»=0,005). Didapatkan perbedaan tidak bermakna pada kelompok K dengan
P1 (p=0,109), P1 dengan P2 (p=0,429), P1 dengan P3 (p=0,102), P2 dengan

P3 (p=0,367). (Tabel 5.4.3).

Perbedaan indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi pada mencit yang

diterminasi sesuai jadwal penelitian (Per Protocol Analysis)

Indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi pada sel adenokarsinoma
mammae mencit C3H pada mencit yang diterminasi sesuai jadwal
penelitian, maka evaluasi tinggal 3 kelompok, karena pada kelompok P3

mencit mati semua.

Uji normalitas indeks apoptosis pada mencit yang diterminasi sesuai
jadwal penelitian (Per Protocol Analysis), distribusi indeks apoptosis tidak
normal p=0,04 (p<0,05), maka dilanjutkan dengan uji non parametrik.
Berdasarkan hasil uji distribusi tersebut, uji hipotesis menggunakan Kruskal

wallis.



Indeks Apotosis

N= 7 6 2
kontrol perlakuan 1 perlakuan 2

kelmpok
Tabel 5.5.1 Indeks apoptosis pada mencit yang diterminasi sesuai jadwal

penelitian (Per Protocol Analysis)

Hasil uji Kruskal wallis terdapat perbedaan bermakna (p=0,002)
menandakan terdapat perbedaan bermakna indeks apoptosis diantara
kelompok penelitian, selanjutnya dilakukan uji Mann-Whitney untuk
mengetahui secara pasti kelompok-kelompok yang memiliki beda

bermakna.



Tabel 5.5.2 Rerata Indeks apoptosis pada mencit yang diterminasi sesuai

jadwal penelitian (Per Protocol Analysis)

Indeks Apoptosis
Kelompok :
Rerata = SD Median
Kontrol 0,00 £ 0,00 0,00
Perlakuan 1 2,70+ 1,50 3,55
Perlakuan 2 1,35 £ 0,07 1,35
P 0,002

Ket. : *Kruskal Wallis p<0,05

Hasil uji Kruskal wallis menunjukkan terdapat perbedaan bermakna
(»=0,002) indeks apoptosis diantara kelompok K, P1 dan P2. (Tabel 5.5.2)
Rerata indeks apoptosis pada sel adenokarsinoma mammae mencit C3H
yang tertinggi pada kelompok P1 adalah 2,70 + 1,50, pada kelompok P2

adalah 1,35 + 0,07.

Rerata Indeks apoptosis pada kelompok P1 adalah lebih tinggi secara
bermakna dibandingkan kelompok K (p=0,001) dan hal yang sama
didapatkan pada perbandingan antara kelompok P2 dengan kontrol
(p=0,005). Didapatkan perbedaan tidak bermakna pada kelompok P1

dengan P2 (p=0,182).



Tabel 5.5.3 Hasil uji beda indeks apoptosis antar kelompok (Per Protocol

Analysis)
Antar kelompok P
K-P1® ,001
K- P2 ,005
p1-p2® ,182

(*) Mann-whithney test

Uji normalitas aktivitas proliferasi pada mencit yang diterminasi sesuai
jadwal penelitian (Per Protocol Analysis), distribusi data aktivitas
proliferasi normal p=0,770 (p>0,05). Berdasarkan hasil uji distribusi data
tersebut, uji hipotesis menggunakan One Way Anova, kemudian dilakukan

uji beda antar kelompok dengan menggunakan LSD.

N= 7 6 2
kontrol perlakuan 1 perlakuan 2

Aktivitas proliferasii / Ki-67

kelmpok

Tabel 5.5.4 Aktivitas proliferasi pada mencit yang diterminasi sesuai

jadwal penelitian (Per Protocol Analysis)



Hasil uji One Way Anova menunjukkan tidak terdapat perbedaan
bermakna (p=0,198) jumlah proliferasi diantara ketiga kelompok (Tabel

5.5.5).

Tabel 5.5.5 Rerata Aktivitas proliferasi pada mencit yang diterminasi

sesuai jadwal penelitian (Per Protocol Analysis)

Kelompok N Jumlah Proliferasi

Rerata = SD Median
Kontrol 7 37,4+ 15,5 41,00
Perlakuan 1 6 21,3+20,8 17,50
Perlakuan 2 2 16,5+ 10,6 16,50
P’ 0,198

Ket. : ¥ One Way Anova p<0,05

Aktivitas proliferasi sel adenokarsinoma mammae mencit C3H yang
terendah pada kelompok P2 adalah 16,5 + 10,6, diikuti kelompok P1 adalah

21,3 + 20,8 paling tinggi pada kelompok Kontrol 37,4 + 15,5.



5.6 Gambaran mikroskopik hasil penelitian

Gambar 5.6.1

Pewarnaan  imunohistokimia untuk sel  apoptosis

menggunakan Tunel, ditunjukkan adanya pewarnaan coklat

pada inti yang mengalami penyusutan/shinkage dan

dikelilingi oleh halo jernih.

A.
B
C.
D. Kelompok P3, sel tumor berkurang, sedikit apoptosis

Kelompok K, tak didapatkan sel apoptosis
Kelompok P1, didapatkan apoptosis
Kelompok P2, didapatkan apoptosis



Gambar 5.6.2 Pewarnaan Imunohistokimia sel Proliferasi menggunakan

Ki67 ditunjukkan dengan pewarnaan coklat pada inti.

A.

Kelompok Kontrol, tampak aktivitas proliferasi, score
Allred (2+3=5)

Kelompok P1, tampak aktivitas proliferasi, score Allred
(2+2=4)

Kelompok P2, tampak aktivitas proliferasi Allred score
(1+1=2)

Kelompok P3, tidak tampak aktivitas proliferasi, sel

tumor berkurang



5.7 Evaluasi efek samping Alpinia galanga pada organ gaster, ren dan

hepar

Evaluasi organ gaster, dengan menilai gastritis yang merupakan respon
terhadap iritan alkohol maupun obat. Bahan-bahan ini akan menyebabkan
gastritis akut maupun gastritis kronis. Secara mikroskopis didapatkan
perubahan pada mukosa gaster antara lain: sebukan sel radang pada mukosa
dan submukosa, hiperplasi mukosa, mukus metaplasia (berkurangnya sel
parietal dan Chief sel digantikan sel mukus). Evaluasi dilakukan menilai
kardia dan fundus, masing-masing 10 lapangan pandang, selanjutnya
dilakukan grading’™ (lampiran 10). Penilaian efek samping lengkuas pada
hepar dengan menilai kerusakan sel hepar, dengan menilai derajat
degenerasinya dengan pembesaran 400x pada 10 lapangan pandang.>'*
(Lampiran 11). Penilaian efek samping Lenguas pada Ginjal mencit C3H,
dengan melihat tubulus proksimal ginjal menggunakan pembesaran 400x,
pada 10 lapangan pandang. Pada setiap lapangan pandang dihitung jumlah
tubulus proksimal yang mengalami penutupan karena edema, kemudian

5,52,55

dilakukan grading. (Lampiran 12)

Tidak terdapat perbedaan bermakna efek samping pada organ gaster
(p= 0,427) dan organ hepar (p=0,180) diantara ke-4 kelompok (Tabel 5.7).
Terdapat perbedaan bermakna efek samping pada organ ren (p=0,001). Efek
samping pada organ ren kelompok K lebih kecil secara bermakna bila

dibandingkan dengan kelompok P1 (p=0,000), kelompok P2 (»=0,037) dan



kelompok P3 (p=0,003). Tidak bermakna pada P1 dibanding P2 (p=0,058),
P1 dibanding P3 (p=0,088) dan P2 dibanding P3 (p=0,588)

Tabel 5.7 Efek samping pada gaster, ren dan hepar

Gaster Ren Hepar
Kelompok  ReratatSD Medi- Rerata+tSD Medi- ReratatSD Medi-
an an an
Kontrol 16,692 13 16,0£42 15 265+46,6 293
Perlakuan 1 23,5+89 22 31,6+7,0 35 250+24,3 245
Perlakuan2 24,3+9,8 30 24,0+4,6 23 233+264 238
Perlakuan3 183+84 18 26,0£4,5 26 293+50,0 280
P 0,427 0,001 0,180

Keterangan : One Way Anova; “>*LSD p<0,05

Gambar 5.7.1  Efek samping di Gaster, dinilai metaplasia, hiperplasia dan
infiltasi sel radang.

A. Gambaran gaster kelompok K



B. Gambaran gaster kelompok P1
C. Gambaran gaster kelompok P2

D. Gambaran gaster kelompok P3

Gambar 5.7.2 Efek samping di Hepar, gangguan pada hepar ditampakkan
adanya derajat degenerasi sel hepar, mulai sel normal,
degenerasi parenchymatosa, degenerasi hidrofik, degenerasi
lemak dan nekrosis.

A. Gambaran hepar, kelompok kontrol, sebagian tampak
degenerasi parenkimatosa, sebagian degenerasi hidro-
fik.

B. Gambaran hepar kelompok P1, sebagian tampak
degene-rasi  parenkimatosa  sebagian  degenerasi
hidrofik.

C. Gambaran hepar kelompok P2, sebagian kecil masih
tampak degenerasi parenkimatosa sebagian besar dege-

nerasi hidrofik.



D. Gambaran hepar kelompok P3 menampakkan adanya

gambaran degenerasi lemak.

Gambar 5.7.3 Efek samping di ginjal, dengan menilai gambaran tubulus
proksimal yang mengalami penutupan karena intersisial
edema.

A. Gambaran ginjal, kelompok kontrol, sebagian besar
tubulus proksimal normal.

B. Gambaran ginjal kelompok P1, sebagian tampak lumen
tubulus proksimal mengalami penutupan karena edema.

C. Gambaran ginjal kelompok P2, tampak sebagian besar
lumen tubulus proksimal mengalami penutupan karena
edema.

D. Gambaran ginjal kelompok P3, tampak sebagian lumen

tubulus proksimal mengalami penutupan karena edema.



5.8 Berat badan dan volume tumor mencit

Tidak terdapat perbedaan berat badan mencit diantara ke empat
kelompok pada awal penelitian (p=0,548), minggu ke 1 (»p=0,282) dan
minggu ke-3 (p=0,251). Berat badan mencit hanya berbeda bermakna
(»=0,048) pada minggu ke 2 pene-litian(Tabel 5.8.1). Pada uji beda antar
kelompok pada berat badan mencit minggu ke dua, didapatkan hasil beda
bermakna antara kelompok P2 dengan K (p=0,022) dan antara kelompok P2
dengan kelompok P1 (p=0,033).

Rerata berat badan mencit Rerata pada awal penelitian, kelompok K
adalah (18,5 + 3,08)g sedangkan, Kelompok P1 adalah (19,9 + 2,96)g,
kelompok P2 adalah (19,1 £ 1,21)g dan kelompok P3 adalah (20,3+ 2,03)g.
Dibandingkan rerata berat badan mencit pada minggu ke 2 adalah kelompok
K adalah 20,31+2,58, P1 adalah 20,12+3,89, P2 adalah 15,33+1,04, P3
adalah 16,30+0,75, terjadi penurunan berat badan secara bermakna.( Tabel

5.8.1). Penurunan berat badan terutama pada kelompok P2 dan P3.

Tabel 5.8.1 Perbedaan rerata (+ sd) berat badan (g) dari awal sampai akhir

penelitian
Berat Berat Berat
Kelompok  Berat awal Minggu 1 Mingeu 2 Minggu 3
Kontrol 18,5+3,08 19,8+2,88 20,3+258° 208+2,61

Perlakuan1 199+2,96 21,3+2.80 20,0£3,90°¢ 19,8 £ 3,32
Perlakuan2 19,1 +121 192+1,40 153+1,04°° 16,8+0,71
Perlakuan 3 20,3+2,03 21,3+2,19 16,3 +0,76

p’ 0,548 0,282 0,048 0,251

Keterangan : *One Way Anova; ° LSD p<0,05; °LSD p<0,05



5.9

Tidak terdapat perbedaan volume tumor mencit (Tabel 5.8.2) pada awal
penelitian (p=0,736) dan akhir penelitian (p=0,142), namun terdapat
perbedaan bermakna volume tumor mencit seminggu setelah diberi ekstrak
lengkuas (p=0,002).

Tabel 5.8.2 Perbedaan volume tumor (satuan mm?®) dari awal sampai akhir

penelitian

Kelompok Volume awal ~ Volume Minggu 1 Volume Minggu 2

Kontrol 39,6 + 15,8 72,1 £42,2%° 951,8 + 1121

Perlakuan 1 54,7 +47,2 44,6 +292 1 223,2 +240,8

Perlakuan 2 36,3+7,1 192+9,3%¢ 214,1 £ 114,7

Perlakuan 3 332+13,6 14,4 16,1 >¢

P’ 0,736 0,002 0,142
Keterangan : * Kruskal Wallis; ~ **“! Mann Whitney p<0,05

Grading Tumor

Tidak terdapat perbedaan bermakna (p=0,076) grading tumor diantara
ke-4 kelompok. Namun karena nilai p yang hampir bermakna, tetap diikuti
oleh uji beda pada masing-masing kelompok, didapatkan beda bermakna

pada P2 dibandingkan kelompok K (p=0,035) (Tabel 5.9).

Tabel 5.9 Rerata grading tumor

Grading Tumor

Kelompok -
Rerata = SD Median
Kontrol 21,00 + 7,48 % 19,0
Perlakuan 1 19,29 £ 7,91 19,0
Perlakuan 2 13,20+2,77 % 12,0
Perlakuan 3 12,50 £ 4,36 10,5

P#

0,076

Ket. : *Kruskal Wallis p<0,05



5.10 Penghitungan LD50

Dari hasil penelitian dengan menggunakan ekstrak Lengkuas pada
hewan percobaan mencit C3H, didapatkan banyak mencit yang mati
sebelum masa penelitian berakhir. Pada kelompok P1 mati 1 ekor,
kelompok P2 mati 4 ekor, kelompok P3 mati 6 ekor tinggal 1 ekor tidak
sehat maka dilakukan terminasi sebelum masa penelitian berakhir. maka
dilakukan analisis probit untuk mengetahui dosis yang aman untuk
dikonsumsi.

Tabel. 5.10.1 Persentase kematian mencit untuk menentukan LD50

Konsentrasi Jumlah Jumlah % Kematian
(mg/kgBB) mencit mortalitas
750 7 7 100%
450 7 5 71,42%
225 7 1 14,28%

Tabel 5.10.2 Analisa probit pada penentuan LD50

Konsentrasi % kematian probit
(mg/kgBB)
750 100% 8,09
450 71,42% 5,55
225 14,28% 3,92

Dari hasil penelitian dihasilkan LD50 ekstrak lengkuas dengan pelarut
etil asetat pada mencit C3H menurut metode Musyidi (1985), berdasarkan
analisis probit diperoleh persamaan probit (p) = - 15,707 + 6,188 X , maka
didapatkan LD50 adalah sebesar 345 mg/Kg berat badan. Jika
menginginkan probabilitas hanya satu saja yang mati maka dosis lengkuas

yang aman adalah 145 mg/Kg berat badan. (Lampiran 13 hal 123)



5.12 Perhitungan nilai Kappa (k)

Untuk mendapatkan hasil pemeriksaan yang andal (reliabilitas) dan
sahih (validitas) pengukuran indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi
diukur oleh dua pembaca. Untuk menilai keandalan dan kesahihan kedua
data dilakukan penentuan nilai Kappa. Nilai Kappa untuk aktivitas

proliferasi adalah 0,81 dan nilai Kappa untuk indeks apoptosis adalah 0,85.



BAB VI

PEMBAHASAN

Penelitian menggunakan 28 ekor mencit C3H yang dibagi menjadi 4
kelompok (Kontrol (K), dosis 225 mg/KgBB/hari (P1), dosis 450 mg/KgBB/hari
(P2) dan dosis 750 mg/KgBB/hari (P3)). Pada minggu kedua jumlah sampel
hidup pada kelompok K terdapat 7 ekor (hidup semua), kelompok P1 terdapat 6
ekor (mati 1 ekor), Kelompok P2 terdapat 3 ekor (mati 4 ekor) dan kelompok P3
terdapat 3 ekor (mati 4 ekor). Pada minggu ketiga jumlah sampel kelompok K dan
P1 yang masih hidup sama dengan minggu kedua, P2 yang hidup tinggal 2 ekor,
pada P3 mencit tinggal 1 ekor dan sudah tidak sehat maka dilakukan terminasi
sehingga kelompok P3 mati 7 ekor (mati semua). Penelitian tetap diteruskan
sampai akhir jadwal penelitian, dengan mengevaluasi penyebab kematian mencit.
Untuk mengetahui efek samping dari ekstrak etil asetat Alpinia galanga

dilakukan evaluasi organ hepar, ginjal dan gaster.

Penentuan dosis menggunakan penelitian Herla dengan dosis ekstrak etil
asetat lengkuas 750mg/Kg BB, yang memberikan gambaran mikroskopis paling
baik pada karsinoma tubular padat mamma (berdasarkan penilaian pleomorfisme
sel, inti hiperkromatin, jumlah mitosis dan bentuk tubular, berdasarkan skoring
Lesio). Dosis LDsy ekstrak etil asetat Alpinia galanga 765 mg/KgBB. Dari dosis

tersebut maka ditentukan dosis bertingkat ekstrak etil asetat Alpinia galanga



yaitu dosis kecil 225 mg/KgBB, dosis sedang 450 mg/KgBB dan dosis tinggi 750

mg/KgBB.17

6.1

6.2

Inokulasi sel adenokarsinoma mamma

Untuk menumbuhkan sel adenokarsinoma mamma pada hewan coba,

digunakan metode inokulasi (penanaman sel adenokarsinoma).

Pertumbuhan sel tumor terjadi karena DNA yang telah diekstraksi dari sel
tumor dan dipotong-potong menjadi beberapa fragmen, kemudian ditransfer
ke mencit melalui cell line, selanjutnya digabungkan dengan genome, akan
menghasilkan sel yang mengalami transformasi karena kehilangan kontak
untuk inhibisi. Sel yang mengalami transformasi dapat menghasilkan sel
tumor ketika di injeksikan melalui atymic mencit. Genome yang dari sel
yang mengalami transformasi mengandung onkogen. Terjadinya tumor
disebabkan adanya chromosome translocation. Translokasi kromosom

diidentifikasi sebagai onkogen.>*"**

Pengaruh pemberian Ekstrak Alpinia galanga terhadap indeks
apoptosis dan aktivitas prolifersi pada sel adenokarsinoma mamma

mencit C3H

Keseimbangan sel pada jaringan (7issue Homeostasis) dipengaruhi
keseimbangan proliferasi sel dan apoptosis, tiap sel pempunyai kemampuan
untuk mempertahankan jumlah sel dalam keadaan normal (berintegitas
dengan genome). Bila terjadi ketidak seimbangan proliferasi dan apotosis

maka akan terjadi perkembangan perkembangan tumor.>®”



Ekstrak Alpinia galanga mengandung ACA ((1’ acetoxy chavicol
acetate), dimana dari penelitian terdahulu membuktikan: 1) menghambat
proses inflamasi melalui penghambatan Nitric oxide (NO), Cyclooxygenase-
2 (COX)-2 dan menghilangkan radikal bebas (antioksidan). Proses inflamasi
akan menyebabkan kerusakan protein (DNA repair, caspase) yang akan
menyebabkan kerusakan DNA dan mutasi, sehingga dapat menginduksi sel
tumor berkembang menjadi sel ganas (gangguan proliferasi). 2) meng-
induksi apoptosis melalui metabolisme polyamine dan aktivasi caspase-3.
3) menghambat NF-«xB (nuclear factor-kappa B). NF-xB bila teraktivasi
akan menekan apoptosis dan gangguan proliferasi.'”'*?""**%* Proliferasi sel
dapat dinilai dengan Ki67 yang mengekpresikan tiap fase pada siklus sel.

Sel apoptosis dapat di deteksi menggunakan Tunel.73%101

Rerata Indeks apoptosis pada sel adenokarsinoma mammae pada semua
mencit (Intention to treat analysis/ waktu kematian mencit diabaikan),
tertinggi pada kelompok P1, diikuti kelompok P2 dan terendah pada
kelompok P3. Terdapat perbedaan bermakna di antara ke-4 kelompok
(»=0,011). Hasil pengujian antar kelompok percobaan, terdapat perbedaan
bermakna pada kelompok P1 dengan pemberian dosis ekstrak Alpinia
galanga 5,625 mg (225 mg/kgBB/hari) dibanding dengan kelompok K,
kelompok P2 dengan pemberian dosis ekstrak Alpinia galanga 11,25 mg
(450 mg/KgBB/hari) dibanding dengan kelompok K. Indeks apoptosis tidak
bermakna pada kelompok P3 pada dosis ekstrak Alpinia galanga 18,75 mg

(750 mg/Kg BB/hari) dibanding dengan kelompok K. Hal ini menunjukan



bahwa ekstrak Alpinia galanga menginduksi terjadinya apoptosis. Dengan
dosis 225 mg/kgBB/hari pada kelompok P1 sudah menampakan aktivitas
apoptosis. Peningkatan dosis pada kelompok P2 dan P3 tidak diikuti
peningkatan rerata indeks apoptosis. Didapatkan perbedaan tidak bermakna
antara kelompok P2 dengan P3, K dengan P3, P1 dengan P2, dan P1
dengan P3. Jadi peningkatan dosis tidak berpengaruh pada peningkatan

indeks apoptosis.

Rerata aktivitas proliferasi pada semua mencit (/ntention to treat
analysis/ waktu kematian mencit diabaikan) yang terendah pada kelompok
P3, diikuti kelompok P2 dan PI paling tinggi pada kelompok K. Hasil
pengujian antar kelompok percobaan Terdapat perbedaan bermakna diantara
ke-4 kelompok (p=0,017). Perbedaan bermakna pada kelompok P2 dengan
pemberian dosis ekstrak Alpinia galanga 11,25 mg (450 mg/kgBB)
dibanding dengan kelompok K, kelompok P3 dengan pemberian dosis
ekstrak Alpinia galanga 18,75 mg (750 mg/kgBB) dibanding dengan
kelompok K. Aktivitas proliferasi tidak bermakna pada kelompok P1 pada
dosis ekstrak lengkuas 5,625 mg (225 mg/kgBB) dibandingkan dengan
kelompok K. Dari rerata kelompok P1 dibandingkan K sudah menampakan
penurunan aktivitas proliferasi, tetapi secara statistik tidak bermakna.
Peningkatan dosis pada P2 dibanding K menghasilkan penurunan aktivitas
proliferasi yang bermakna. Peningkatan dosis P3 dibanding K menghasilkan
aktivitas proliferasi yang bermakna. Rerata aktivitas proliferasi P2

dibandingkan P3 didapatkan penurunan, meskipun secara statistik tidak



bermakna (pada pengujian antar kelompok tidak terdapat perbedaan
bermakna antara P2 dibanding P3, K dengan P1, P1 dengan P2, P1 dengan
P3, P2 dengan P3). Jadi dapat disimpulkan ekstrak Lengkuas 450
mg/kgBB/hari dapat menghambat aktivitas proliferasi, bila dosis dinaikkan
terjadi penurunan rerata aktivitas proliferasi, meskipun secara statistik tidak

bermakna.

Indeks apoptosis pada sel adenokarsinoma mammae mencit C3H yang
diterminasi sesuai jadwal penelitian / perprotocol analysis, rerata indeks
apoptosis pada sel adenokarsinoma mammae mencit C3H yang tertinggi
pada kelompok P1 diikuti, pada kelompok P2. Terdapat perbedaan
bermakna indeks apoptosis diantara kelompok K dengan kelompok P1 dan
P2. Ekstrak lengkuas berpengaruh pada indeks apoptosis pada sel
adenokarsinoma mammae. Peningkatan dosis tidak diikuti peningkatan
rerata indeks apoptosis, tampak tidak ada perbedaan bermakna antara
kelompok P1 dengan P2. Dengan dosis 225 mg /kgBB/hari pada perlakuan

P1 sudah menampakan apoptosis.

Aktivitas proliferasi sel adenokarsinoma mammae mencit C3H yang
diterminasi sesuai jadwal penelitian / perprotocol analysis. Rerata yang
terendah pada kelompok P2 diikuti kelompok P1, paling tinggi pada
kelompok K. Tidak terdapat perbedaan bermakna aktivitas proliferasi
diantara ketiga kelompok. Ekstrak lengkuas berpengaruh pada aktivitas
proliferasi pada sel adenokarsinoma mammae, meskipun secara statistik

tidak didapatkan perbedaan bermakna pada ketiga kelompok. Peningkatan



dosis dari P1 ke P2 tampak penurunan rerata aktivitas proliferasi, meskipun
secara statistik tidak berbeda bermakna. Jadi peningkatan dosis berpengaruh
terhadap aktivitas proliferasi. Dengan dosis 225 mg /kgBB/hari pada
perlakuan P1 sudah menampakan aktivitas penghambatan aktivitas

proliferasi.

Indeks apoptosis semua mencit (Intention to treat analysis/ waktu
kematian mencit diabaikan) dan yang diterminasi sesuai jadwal penelitian
(Per Protocol Analysis), induksi apoptosis sudah tampak pada dosis 225
mg/kgBB/hari. Peningkatan dosis ektrak lengkuas tidak mempengaruhi
peningkatan indeks apoptosis. Aktivitas proliferasi semua mencit
(Intention to treat analysis/waktu kematian mencit diabaikan),
penghambatan aktifitas proliferasi sel secara statistik bermakna pada dosis
450 mg/kgBB/hari, tetapi pada dosis 225 mg/kgBB/hari sudah tampak
penurunan rerata aktivitas proliferasi. Peningkatan dosis diikuti dengan
penurunan aktivitas proliferasi. Aktivitas proliferasi pada mencit yang
diterminasi sesuai jadwal penelitian (Per Protocol Analysis), secara statistik
tidak ada beda bermakna, tetapi rerata kelompok kontrol dibandingkan
kelompok yang mendapatkan ekstrak lengkuas 225mg/kgBB/hari
menampakkan penurunan, begitu juga yang mendapatkan 450mg/kgBB/hari

dan 750 mg/kgBB/hari.



Pada penelitian ini ternyata ekstrak Lengkuas dapat meningkatkan
apoptosis dan menurunkan aktivitas proliferasi. Peningkatan apoptosis dan
penghambatan aktivitas proliferasi, dapat dikarenakan ekstrak lengkuas
mengandung ACA, yang dapat meningkatkan apoptosis aktivasi caspase-3.
Caspase adalah pemecahan protein oleh satu golongan protease, yang dapat
mengakibatkan apoptosis selular. Caspase berperan pada initiation phase
pada jalur terjadinya apoptosis. ACA juga mempunyai efek penghambatan
proses inflamasi melalui penghambatan Nitric oxide (NO), Cyclooxygenase-
2 (COX)-2 dan menghilangkan radikal bebas (antioksidan). Proses inflamasi
akan menyebabkan kerusakan protein (DNA repair, caspase) yang akan
menyebabkan kerusakan DNA dan mutasi, sehingga dapat menginduksi sel
tumor berkembang menjadi sel ganas (gangguan proliferasi). Di samping itu
ACA juga mempunyai efek menghambat NF-«xB (nuclear factor-kappa B).

NF-«B bila teraktivasi akan menekan apoptosis dan gangguan proliferasi.

Sel apoptosis dengan cepat difagositosis atau di degradasi secara
histologik, apoptosis substansial bisa tidak nampak, hal ini diduga yang
menyebabkan indeks apoptosis pada kelompok perlakuan 3 menurun, tetapi
secara mikroskopis sel-sel tumor berkurang, juga volume tumor pada

kelompok 3 mengecil, tetapi rerata indeks apoptosis menurun.

ACA mempunyai efek penghambatan aktivitas proliferasi, seperti pada
penelitian Herla membuktikan penghambatan pertumbuhan sel kanker
dalam kultur, baik menggunakan alur sel kanker maupun sel kanker primer

manusia, penghambatan proliferasi sel kanker diukur berdasarkan jumlah sel



6.3

yang hidup dalam kultur dengan hemositometer. Pada penelitian ini
penghambatan proliferasi diduga karena gangguan pengaturan cyclin, cyclin
dependent kinase, dan gangguan pada check point. Beberapa
phytochemicals menunjukkan menghambat kerusakan DNA pada

checkpoint dan pengaturan siklus sel pada kanker pada 373637394041

Evaluasi organ gaster, ren dan hepar untuk mengetahui efek toksisitas

ekstrak Alpinia galanga

Evaluasi organ gaster, gastritis merupakan respon terhadap iritan etil
asetat, alkohol maupun obat. Bahan-bahan ini akan menyebabkan gastritis
akut maupun gastritis kronis. Secara mikroskopis didapatkan perubahan
pada mukosa gaster antara lain: sebukan sel radang pada mukosa dan
submukosa, hiperplasi mukosa, mukus metaplasia (berkurangnya sel parietal
dan Chief sel digantikan sel mukus). Dari hasil penelitian didapatkan tidak
terdapat perbedaan bermakna pada evaluasi organ gaster (p=0,454) diantara
kelompok K dengan P1, P2, P3.>"* Jadi Alpinia galanga tidak mempunyai
efek samping dan toksisitas di gaster, dari penelitian terdahulu

membuktikan mempunyai efek gastroprotective.*®

Evaluasi organ hepar, hepar adalah organ yang berperan dalam
metabolisme berbagai macam nutrient (termasuk obat dan toksin). Kelainan
yang didapatkan pada hepar sebagai respon injury tersebut didapatkan
degenerasi dan akumulasi intrasel sehingga tampak berbagai tingkatan
degenerasi yaitu degenerasi parenkimatosa, degenerasi hidrofik (ballooning

degeneration), degenerasi lemak dan nekrosis. Dari hasil penelitian



didapatkan tidak terdapat perbedaan bermakna pada evaluasi organ hepar
(»p=0,282) diantara Kelompok K dengan P1, P2, P3°°"* Jadi ekstrak

Alpinia galanga tidak mempunyai efek samping atau toksisitas di hepar.

Evaluasi organ ginjal, ginjal adalah organ yang mempunyai fungsi
filtrasi glomerulus, reabsorbsi dan sekresi dari tubules. Tubulus proksimal
(terdapat mikrovilli) berfungsi reabsorbsi dan filtrasi elektolit, air, glukosa
dan protein. Tubulus proksimal mudah terkena kerusakan karena iskemi,
toksin yang secara periodik direabsorsi di tubulus proksimal sehingga paling
mudah terkena dari respon dari bahan kimia (Chemical injury). Tubulus
proksimal yang terjadi kerusakan karena jejas bahan kimia atau obat akan
terjadi edema intersisial.”**> Terdapat perbedaan bermakna efek samping
pada organ ginjal (p=0,001). Efek samping pada organ ren kelompok K
lebih kecil bila dibandingkan dengan P1 (p=0,001), P2 (»=0,037) dan P3
(»=0,003). Jadi Alpinia galanga mempunyai efek samping atau toksisitas
diginjal.

6.4 Nilai Kappa (k)

Untuk mendapatkan hasil pemeriksaan yang andal (reliabilitas) dan sahih
(validitas) pengukuran indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi diukur oleh
dua pembaca. Untuk menilai keandalan dan kesahihan kedua data
dilakukan penentuan nilai Kappa. Nilai Kappa untuk aktivitas proliferasi
adalah 0,81 dan nilai Kappa untuk indeks apoptosis adalah 0,85.

Pada penelitian ini penilaian kappa data indek apoptosis dan aktivitas
proliferasi memberi nilai diatas 0,8 menunjukkan data mempunyai

keandalan dan kesahihan sangat baik.



6.5 Grading tumor dan volume tumor.

Tidak terdapat perbedaan bermakna grading tumor diantara ke-4
kelompok. Namun karena nilai p yang hampir bermakna, tetap dilakukan uji
beda pada masing-masing kelompok, didapatkan beda bermakna pada P2
dibandingkan kelompok K (p=0,035). Jadi pada ekstrak Lengkuas pada
dosis 450 mg/kgBB/hari dapat memperbaiki grading tumor.

Evaluasi volume tumor mencit dilakukan tiap minggu, didapatkan
perbedaan bermakna volume tumor mencit seminggu setelah diberi ekstrak
lengkuas. Didapatkan beda bermakna pada kelompok P2 dibanding K dan
kelompok P3 dibanding K. Jadi ekstrak lengkuas pada dosis 450 mg/kgBB

dapat mengurangi volume tumor.



7.1

BAB VII

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Pemberian ekstrak Lengkuas (Alpinia galanga) dengan dosis bertingkat
(225mg/kgBB/hari, 450 mg/kgBB/hari,750mg/kgBB/hari) menurunkan
aktivitas proliferasi dan meningkatkan indeks apoptosis pada sel
adenokarsinoma mamma.

Pada kelompok yang tidak mendapatkan ekstrak Lengkuas (A/pinia
galanga) terjadi peningkatan skor aktivitas proliferasi dan tidak
didapatkan indeks apoptosis.

Terdapat penurunan skor aktivitas proliferasi dan peningkatan skor
indeks apoptosis pada kelompok yang mendapatkan ekstrak Lengkuas
(Alpinia galanga) dengan dosis bertingkat (225mg/kgBB/hari, 450
mg/kgBB/ hari, 750mg/kgBB/hari) dibandingkan kelompok yang tidak
mendapatkan ekstrak Lengkuas (4/pinia galanga)

Dosis 225 mg/kgBB/ hari sudah menampakan peningkatan indeks
apoptosis dan penurunan aktivitas proliferasi sel, maka pada dosis
tersebut dapat digunakan untuk terapi adjuvan pada kanker.

Peningkatan dosis ektrak lengkuas tidak mempengaruhi peningkatan

indeks apoptosis.



- Peningkatan dosis ekstrak lengkuas mempengaruhi penurunan aktivitas
proliferasi sel.

- Didapatkan efek toksisitas di ginjal.

- Ekstrak lengkuas pada dosis 450 mg/kgBB dapat mengurangi volume

tumor dan memperbaiki grading tumor.

7.2 Saran

- Untuk penelitian selanjutnya disarankan melakukan penelitian dengan
dosis bertingkat dengan menggunakan LD50 345 mg/kgBB/hari.

- Perlu eksplorasi lebih lanjut profil senyawa aktif yang terkandung
dalam ekstrak lengkuas.

- Perlu penelitian lebih lanjut profil senyawa aktif pada ekstrak lengkuas
yang ditanam di Laboratorium Pengujian Nutrisi Bahan baku Obat
UNDIP di Institusi Obat Alam Indonesia dibandingkan yang ditanam

ditempat lain.
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