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ABSTRAK

L, Lilycia, Elisabeth. 2013. Efek Pemberian Ekstrak Methanol Daun Kelor
(Moringa oleifera) Terhadap Kadar Caspase-3 Jaringan Hepar pada
Proses Karsinogenesis Tikus Model Kanker Hepar yang Diinduksi
DMBA (7,12 Dimethylbenz(a)anthracene). Tugas Akhir, Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Prof. Dr. dr. M.
Rasjad Indra, MS. (2 ) Dr. dr. | Ketut Gede Muliartha, SpPA

Caspase-3 adalah protein yang berperan sangat penting dalam proses
terjadinya apoptosis. Caspase-3 berperan sebagai eksekutor apoptosis. Pada
kanker, proses apoptosis akan tertekan. Ekstrak methanol daun kelor (Moringa
oleifera) mengandung flavonoid, yaitu quercetin dan kaempferol, yang berperan
sebagai antioksidan yang diharapkan dapat meningkatkan apoptosis untuk
menurunkan progresivitas kanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek
pemberian ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera) terhadap kadar
caspase-3 jaringan hepar pada tikus wistar yang diinduksi DMBA (7,72-
dimethylbenz(a)anthracene). Penelitian ini menggunakan studi eksperimental
yang dilakukan pada 30 ekor tikus wistar jantan yang dibagi secara random
menjadi 5 kelompok. Pada kelompok |, tikus diberi diet normal saja (kontrol
negatif) selama 104 hari, kelompok Il (kontrol positif) tikus diberi diet normal dan
DMBA 10 mg/hari selama 44 hari, sedangkan kelompok IlI-V diberi diet normal,
DMBA selama 44 hari, dan ekstrak methanol daun kelor selama 60 hari dengan
dosis berbeda yaitu 20, 40, dan 80 mg/ml secara per oral dengan sonde setiap
hari sekali. Parameter yang diukur adalah kadar caspase-3. Pengukuran kadar
caspase-3 jaringan hepar pada penelitian ini dilakukan dengan metode ELISA.
Analisis data menggunakan metode One Way ANOVA dilanjutkan uji Least
Significant Difference (LSD) test, menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
methanol daun kelor (Moringa oleifera) berpengaruh terhadap kadar caspase-3
secara signifikan (p < 0,05). Kesimpulan penelitian ini adalah pemberian ekstrak
methanol daun kelor (Moringa oleifera) mampu meningkatkan kadar caspase-3
jaringan hepar tikus wistar yang diinduksi DMBA (7,12-
dimethylbenz(a)anthracene) dengan dosis respon 80 mg/ml.

Kata kunci: ekstrak methanol daun kelor, caspase-3, DMBA (7,12-
dimethylbenz(a)anthracene)



ABSTRACT

L, Lilycia, Elisabeth. 2013. The Effect of Moringa oleifera Leaves (Kelor
Leaves) Methanol Extract to Caspase-3 Liver Tissue Level in
Carcinogenesis Rat Liver Cancer Models Induced with DMBA (7,12-
dimethylbenz(a)anthracene). Final Assignment, Faculty of Medicine,
Brawijaya University. Supervisors: (1) Prof. Dr. dr. M. Rasjad Indra, MS.
(2) Dr. dr. | Ketut Gede Muliartha, SpPA

Caspase-3 is a protein that plays an important role in the process of
apoptosis. Caspase-3 has a role as executor of apoptosis. Process of apoptosis
will be suppressed in cancer. Methanol extract of Moringa oleifera leaves (Kelor
Leaves) contains flavonoid (quercetin dan kaempferol), that have role as
antioxidant, are expected to increase apoptosis and inhibit cancer progression.
The objective of this research is understanding the administration effect of
Moringa oleifera leaves (Kelor Leaves) methanol extract to caspase-3 level in
the wistar rat liver tissue induced with DMBA (7, 12-dimethylbenz(a)anthracene).
This study used true experimental design in 30 wistar rats male dividied randomly
into 5 groups. Group | contained rats given only normal diet (negative control) for
104 days, group Il (positive control) was rats given normal diet and DMBA 10
mg/day for 44 days, while group Il until V were given a normal diet, DMBA 10
mg/day for 44 days, and later given methanol extract of Moringa oleifera leaves
with different doses (20, 40, 80 mg/ml) for 60 days orally with sonde, once a day.
Parameter calculation in this research is the level of caspase-3. The
measurement of caspase-3 liver tissue level in this study was conducted by using
ELISA method. The data analysis done by the method of one-way ANOVA
followed Least Significant Difference (LSD) test, showed that administration of
Moringa oleifera leaves methanol extract increased the level of caspase-3
significantly (p < 0,05). The conclusion of this study is methanol extract of
Moringa oleifera leaves is able to increased the level of caspase-3 in wistar rat
liver tissue induced DMBA (7, 12-dimethylbenz(a)anthracene) at 80 mg/ml respon
dose of Moringa oleifera leaves methanol extract.

Key words: methanol extract of Moringa oleifera leaves, caspase-3, DMBA (7,12-
dimethylbenz(a)anthracene).
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Kanker merupakan salah satu penyebab utama kematian di dunia.
Berdasarkan data International Agency for Research on Cancer-WHO, kanker
menyebabkan 7,6 juta kematian atau sekitar 13% dari total kematian di dunia
pada tahun 2008. Lima rangking teratas kanker yang menyebabkan kematian
adalah kanker paru, kanker perut, kanker hepar, kanker kolon, dan kanker
payudara. Sekitar 30% penyebab kanker yang mematikan adalah karena gaya
hidup dan pola makan yang tidak sehat, berat badan yang tidak seimbang,
rendahnya komsumsi sayur dan buah, merokok, dan komsumsi alkohol (WHO,
2011). Kanker hepar menyebabkan sekitar 700.000 kematian di dunia dengan
incidence rate 10,8 dan mortality rate 9,9 per 100.000 penduduk (Globocan,
2008).

Riset Kesehatan Dasar tahun 2007 menunjukkan prevalensi tumor/kanker
di Indonesia adalah 4,3 per 1000 penduduk. Prevalensi tumor/kanker lebih tinggi
pada perempuan (5,7 per 1000 penduduk) dibandingkan laki-laki (2,9 per 1000
penduduk). Sistem Informasi Rumah Sakit (RS) tahun 2008 menunjukkan kanker
payudara (18,4%) menempati urutan pertama pada pasien rawat inap di seluruh
RS di Indonesia, disusul kanker serviks (10,3%), kanker hepar dan saluran
empedu intrahepatik (8,2%), leukemia (7,3%), dan Limfoma non Hodgkin (6,5%).

Insiden kanker hepar (hepatoseluler karsinoma) di Asia Tenggara relatif tinggi



pada laki-laki (18,35per 100.000 penduduk)daripada wanita (5,70 per 100.000
penduduk) (Poedjomartono dan Sudarmanto, 2009). Data Riskesdas 2007 juga
menyebutkan, pada golongan umur 15-44 tahunpenyakit hati menduduki urutan
pertama sebagai penyebab kematiandi pedesaan, sedangkan di daerah
perkotaan menduduki urutan ketiga.

Kanker terjadi karena adanya perubahan pada sel normal menjadi sel
tumor yang cenderung membelah secara terus-menerus, tidak terkendali, dan
tidak terkoordinasi dengan jaringan normal di sekitarnya.Kanker terjadi karena
adanya ketidakseimbangan antara proliferasi dan apoptosis (Bree et al.,
2002).Proliferasi merupakan pertumbuhan sel yang adalah proses fisiologi
normal, namun proliferasi yang cepat dan tidak terkontrol dapat menyebabkan
tumor jinak atau ganas (kanker). Apoptosis merupakan cara kematian sel yang
terprogram. Apoptosis terjadi jika terdapat sel yang menjadi ancaman atau sel
tersebut tidak dibutuhkan lagi (Guyton and Hall, 2006).Apoptosis terladi lewat
dua jalur, yaitu intrinsik dan ekstrinsik (Fulda et al., 2006; Ghobrial et al., 2005;
Rowinsky, 2005).Jalur intrinsik dicetuskan oleh sel yang mengalami kerusakan
DNA.Jalur ekstrinsik diaktivasi saat pro-apoptosis ligan berikatan dengan
reseptor kematian (death receptor).Cysteine aspartic acid protease (caspase)
merupakan enzim protease intraseluler yang dapat berperan dalam kedua jalur
apoptosis tersebut.Salah satu enzim yang berperan adalah caspase-3.Caspase-
3 merupakan kelompok enzim eksekutor dari caspase yang langsung berperan
sebagai eksekutor apoptosis (death cascade).

Faktor risiko yang sangat berpengaruh pada kanker hepar adalah infeksi
virus hepatitis dan gaya hidup serta pola makan yang tidak sehat. Gaya hidup

dan pola makan yang tidak sehat menyebabkan banyak zat kimia asing yang



masuk ke dalam tubuh. Zat kimia asing ini akan dimetabolisme di dalam hepar,
karena salah satu fungsi utama hepar adalah sebagai sistem pertahanan
terhadap zat kimia asing yang bersifat toksik atau racun (detoksifikasi).Senyawa
7,12-dimetilbenz (a) antrasen (DMBA) merupakan salah satu polutan yang
merupakan produk degradasi dari polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). PAH
merupakan kelompok polutan organik yang dikeluarkan dalam jumlah banyak ke
dalam lingkungan. DMBA ini bersifat karsinogenik, sitotoksik, mutagenik, dan
menekan sistem imun (Smith et al., 1999; Spitsbergen et al., 2000; Miyata et al.,
2001; Wijnhoven et al., 2001; Lindhe et al., 2002; Buters et al., 2003). DMBA
biasanya dihasilkan dari pembakaran atau pemasakan yang tidak sempurna
dengan suhu tinggi. Salah satu contohnya adalah sate atau ikan dan daging
bakar. DMBA yang masuk ke dalam tubuh akan berusaha didetoksifikasi oleh
hepar. Kanker hepar diduga terjadi karena berkaitan dengan fungsi hepar untuk
detoksifikasi sehingga bisa menyebabkan chemical injury di hepar sehingga
menginduksi DNA menjadi rusak.DNA yang rusak ini dapat menginduksi
terjadinya mutasi atau translokasi sel yang dapat menyebabkan transformasi
neoplastik. Hal inilah yang memicu terjadinya kanker(Kumar et al., 2003).

Terapi kanker hepar yang ada saat ini bisa dibagi jadi empat kategori
intervensi, yaitu intervensi operasi (reseksi tumor dan transplantasi hepar),
intervensi perkutaneus (injeksi ethanol, ablasi dengan panas radiofrekuensi),
intervensi trans-arterial (embolisasi atau kemoperfusi), dan intervensi obat-
obatan termasuk terapi imun dan gen (Blum, 2005). Hingga saat ini terapi yang
menjanjikan untuk dapat memberi respon optimal dan meningkatkan
kelangsungan hidup adalah reseksi tumor, tansplantasi hepar, dan intervensi

perkutaneus (Blum, 2005). Pengobatan kanker hepar ini membutuhkan biaya



yang mahal.Hal ini juga yang menjadi salah satu penyebab tingginya angka
prevalensi terjadinya kanker hepar, disamping pencegahan yang kurang.Salah
satu pencegahan yang mudah dan murah untuk dilakukan adalah dengan
komsumsi makanan atau minuman herbal sehat yang mengandung nutrisi yang
tinggi.Saat ini masyarakat banyak memilih obat tradisional sebagai salah satu
obat alternatif atau pencegahan terhadap penyakit, salah satunya adalah daun
kelor.

Daun kelor (Moringa oleifera) adalah tanaman herbal yang memiliki
banyak kandungan yang bermanfaat, antara lain adalah vitamin A, kalsium,
vitamin C, potasium, dan protein (Fahey, 2005). Daun Moringa telah dikenal
sebagai antibiotik dan proteksi terhadap kanker (Rebecca et al.,2006). Daun
Moringa memiliki kandungan flavonoid, yaitu kaempferol dan quercetin, yang
merupakan antioksidan.Kaempferol dan quercetin memiliki aktivitas anti-radikal
yang lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa flavonol lainnya dan juga
terbukti menginduksi apoptosis dengan meningkatkan aktivasi caspase-3 melalui
pengaktifan caspase-8 dan caspase-9 (Wang, 2001; Bennett et al.,2003; Kang et
al., 2010).

Berdasarkan penjelasan di atas, daun Moringa mungkin memiliki peran
penting dalam meningkatkan kadar caspase-3 jaringan hepar sebagai upaya
pencegahan kanker hepar. Maka itu penulis memilih melakukan penelitian untuk
mengetahui efek pemberian ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera) pada
tikus (Rattus norvegicus) wistar yang diinduksi kanker hepar dengan DMBA

terhadap peningkatankadar caspase-3 jaringan hepar.



1.2

1.3

1.4

Rumusan Masalah
o Apakah pemberian ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera)
dapat meningkatkan kadar caspase-3 jaringan hepar pada tikus wistar

yang diinduksi DMBA?

Tujuan Penelitian
o Membuktikan ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera)
meningkatkan kadar caspase-3jaringan hepar pada tikus wistar yang

diinduksi DMBA.

Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

e Menambah wawasan tentang kelor (Moringa oleifera), khususnya
ekstrak methanol daun kelor.

e Menjelaskan dasar teori tentang dosis respon ekstrak methanol daun
kelor (Moringa oleifera)yang mempunyai efek paling besar dalam
meningkatkan kadar caspase-3 jaringan hepar pada tikus wistar yang
diinduksi DMBA.

1.4.2 Manfaat Praktis

o Menjelaskan dasar teori potensi daun kelor (Moringa oleifera) sebagai

upaya pencegahan terhadap kanker hepar.



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Hepar
2.1.1 Definisi Kanker dan Kanker Hepar

Kanker adalah penyakit keganasan yang sering berakibat fatal
(kematian).Sel-sel kanker berbeda dengan sel-sel tumor jinak, sel kanker
memiliki sifat invasif, metastasis, dan sangat anaplastik.Sel kanker dibagi dalam
dua kategori besar, yaitu karsinoma dan sarcoma (Dorland, 2002).Karsinoma
adalah sel kanker yang berasal dari sel-sel epitel, sedangkan sarcoma berasal
dari sel-sel mesenkim.

Kanker hepar merupakan salah satu jenis karsinoma.Kanker hepar adalah
kanker yang secara primer berasal dari jaringan hepar, sering juga disebut
hepatocellular carcinoma.Hepatoseluler karsinoma memiliki pola pertumbuhan
berbeda, yaitu (1) beberapa sebagai tumor single yang tumbuh membesar yang
secara lambat menyebar ke bagian lain dari hepar, (2) berupa nodul kanker yang
kecil dan banyak dan ini banyak terjadi pada pasien yang mengalami sirosis

hepar (American Cancer Society, 2011).

2.1.2Faktor Risiko
Faktor risiko yang yang dapat meningkatkan kemungkinan seseorang

mengalami kanker hepar adalah sebagai berikut:



a)

b)

d)

Jenis Kelamin

Kanker hepar lebih sering terjadi pada laki-laki daripada
perempuan.Tingkat insidenpada laki-laki sekitar 16% per 100.000,
sedangkan pada perempuan sekitar 6% per 100.000 (Globocan, 2008).
Usia

Di Amerika Serikat, kanker hepar primer sering terjadi pada lansia dengan
usia di atas 60 tahun (American Society of Clinical Oncology, 2011).

Ras

Ras Asia memiliki tingkat insiden yang sangat tinggi untuk terjadinya
kasus kanker hepar. Di Amerika Serikat, ras asia-amerika dan kepulauan
pasifik memiliki tingkatinsiden yang tinggi untuk kanker hepar. Urutan
setelah itu diikuti oleh ras amerika-indian atau penduduk asli Alaska, ras
hispanik atau latin, dan afro-amerika (American Cancer Society, 2011).
Infeksi Virus Hepatitis

Infeksi virus hepatitis B dan hepatitis C adalah salah satu faktor risiko
tersering yang menyebabkan kanker hepar.Di Asia yang tersering
menyebabkan kanker hepar adalah hepatitis B, sedangkan di Amerika
Serikat dan Eropa adalah hepatitis C (American Cancer Society, 2011;
Gomaa et al., 2008).

Pola Makan atau Diet

Menurut WHO 2011, pola makan yang tidak sehat, seperti rendahnya
komsumsi buah dan sayuran, merupakan faktor risiko terjadinya kanker.
Tingginya komsumsi daging dan protein hewani dapat meningkatkan
risiko kanker hepar (Yu SZ et al., 2002; Fukuda et al., 1993; Kurozawa et

al., 2004).



f)

s))

h)

Diabetes

Berdasarkan penelitian di Amerika Serikat, diabetes merupakan salah
satu faktor independen yang dapat meningkatkan kemungkinan terjadinya
kanker hepar (Gomaa et al., 2008). Peningkatan risiko terjadinya kanker
hepar juga dilaporkan terdapat pada pasien diabetes yang tercatat di
Denmark, juga dilaporkan bahwa risiko kanker hepar meningkat tiga kali
lipat pada pasien yang dirawat di rumah sakit karena diabetes pada
masyarakat Swedia (Davila et al., 2005; Wideroff et al., 1997; Adami et
al., 1996).

Komsumsi Alkohol yang Berlebihan

Alkohol dapat menyebabkan terjadinya sirosis hepar yang mengarah
pada kanker hepar.

Penyakit Metabolik yang Diturunkan (inherited)

Orang dengan hemokromatosis menyerap zat besi terlalu banyak
sehingga dapat menyebabkan penyimpanan zat besi di hepar menjadi
penuh dan mengakibatkan terjadi sirosis hepar. Penyakit metaboliklain
yang dapat meningkatkan risiko kanker hepar adalah tirosinemia,
kekurangan alfa 1-antitripsin, gangguan penyimpanan glikogen, dan
penyakit Wilson (American Cancer Society, 2011).

Sirosis

Sirosis hepar merupakan penyebab terpenting terjadinya kanker hepar.
Sirosis hepar dapat menyebabkan kerusakan DNA atau kromosom
sehingga mengarah pada karsinogenesis hepar (Suruki et al., 2006; Ahn

and Flamm, 2004).



)

k)

Schistosomiasis

Di Mesir, infeksi schistosoma atau schistosomiasis merupakan salah satu
penyebab penting terjadinya penyakit pada hepar, yang juga dapat
memperparah infeksi virus hepatitis C (el-Zayadi et al., 2005; Darwish
NM et al., 1992; Darwish MA et al., 1993; Kamel et al., 1992; Hassan et
al., 2001).

Obesitas

Obesitas dapat menyebabkan terjadinya penumpukan lemak di
hepar(fatty liver) dan sirosis, hal ini menginduksi terjadinya kanker hepar
(American Cancer Society, 2011).

Pestisida

Pestisida merupakan salah satu faktor lingkungan yang meningkatkan
risiko kanker hepar. Pestisida dapat berperan sebagai karsinogen
epigenetik yang menyebabkan kanker melalui beberapa cara, yaitu
inisiasi spontan perubahan gen, sitotoksik dengan proliferasi yang
persisten, stress oksidatif, penghambatan apoptosis, menekan
komunikasi intraseluler, dan konstruktif reseptor aktivasi (Rakitsky et al.,

2000; Ezzat et al., 2005).

m) Aflatoksin

Aflatoksin dihasilkan oleh jamur dan dapat mengkontaminasi makanan.
Aflatoxin diduga menyebabkan kanker hepar dengan cara mutasi spesifik
pada kodon gen supresor tumor p53. Risiko ini meningkat pada pasien
hepatitis B dan hepatitis C (American Cancer Society, 2011; Bressac et

al., 1991).



n) AnabolikSteroid
Komsumsi anabolik steroid jangka panjang secara perlahan
meningkatkan risiko kanker hepar (American Cancer Society, 2011).

0) Arsenik
Komsumsi air yang mengandung arsenik dapat meningkatkan risiko
kanker hepar.Hal ini terutama sering terdapat di Asia Timur (American
Cancer Society, 2011).

p) Vinyl chloridedanThorium dioxide (Thorotrast)
Vinyl chlorideadalah zat yang terdapat pada bahan plastik. Thorotrast
adalah zat kimia yang disuntikkan pada pasien yang akan menjalani tes
X-ray. Kedua zat ini meningkatkan risiko kanker hepar (American Cancer
Society, 2011).

q) 7,12-Dimethylbenz(a)nthracene (DMBA)
DMBA dapat mengganggu enzim liver pada katak dan menginduksi
kanker hepar atau hepatokarsinogenesis pada tikus (Al-Attar, 2004;
Hermawan dkk., 2011; Paliwalet al., 2011). DMBA menginduksi
klinikalpatologi melalui racun yang terjadi di kulit, kelenjar mammae,
ginjal, dan liver dengan karakterisasi oleh induksi kerusakan parenkim sel

hepar seperti lesi hepar, tumor, dan kanker (Paliwal et al., 2011).

2.1.3Diagnosis dan Pencegahan

Kanker hepar sering sulit dideteksi sejak dini karena tanda dan gejala
(sign and symptom) jarang ditemukan, kecuali hingga tahap terakhir dari
kanker.Jika tumor hepar sudah dapat diraba, kemungkinan tumor itu sudah

berukuran besar.Beberapa pemeriksaan yang disarankan untuk deteksi dini



kanker heparadalah tes darah AFP dan ultrasonografi (USG)(American Cancer
Society, 2011).

AFP adalah protein yang biasanya ditemukan pada fetus dengan level
yang tinggi dan akan turun setelah kelahiran. Namun, jika protein ini ditemukan
pada orang dewasa, maka dicurigai terdapat kanker hepar.Namun tes ini kurang
akurat karena beberapa penyakit hepar yang bukan kanker juga meningkatkan
level AFP dan terkadang nilai AFP ini tidak meningkat pada beberapa tumor
hepar.Pemeriksaan dini yang lebih disarankan adalah USG.Pemeriksaan ini
sangat disarankan pada orang yang memiliki risiko kanker hepar(American
Cancer Society, 2011).

Diagnosis kanker hepar dapat ditegakkan dari tanda dan gejala yang ada,
walaupun hal ini jarang ditemukan, juga dari riwayat medis, pemeriksaan fisik,
hingga pemeriksaan penunjang.Pemeriksaan fisik dilakukan dengan melihat ada
tidaknya tanda dan gejala pada pasien dan riwayat medis pasien dengan
mengetahui faktor risiko kanker hepar yang dimiliki oleh pasien.Pemeriksaan
penunjang kanker hepar adalah USG untuk skrening dan dinamis CT atau
dinamis MRI untuk diagnosis. Beberapa pemeriksaan penunjang lain adalah
laparoskopi, biopsi, tes fungsi hepar, tes darah AFP, tes koagulasi darah, tes
infeksi virus hepatitis, hitung darah lengkap, dan tes elektrolit dan kimia
darah(American Cancer Society, 2011).

Pencegahan kanker hepar dapat dilakukan dengan vaksinasi hepatitis,
mengobati penyakit hepatitis, mengurangi komsumsi alkohol, mengurangi
keterpajanan terhadap zat kimia karsinogenik, dan mengobati penyakit metabolik

yang meningkatkan risiko kanker hepar.



2.1.4 Patogenesis Kanker Hepar

Proses terjadinya kanker hepar (hepatocellular carcinoma atau HCC) atau
hepatokarsinogenesis terjadi melalui beberapa cara yang berakumulasi
menyebabkan perubahan genetik yang mengakibatkan gangguan pada gen yang
berhubungan dengan kanker, seperti onkogen atau gen penekan tumor (tumor
suppressor genes) (Wong and Ng, 2007; Saffroy et al., 2006).

Terdapat kontribusi genetik, epigenetik, dan genomik pada HCC. Secara
genetik, tumor suppressor geneterpenting yang terlibat dalam perkembangan
HCC adalah p53.Secara spesifik dalam pajanan aflatoxin B1, mutasi p53
menyebabkan inisiasi kanker melalui kerja sama dengankejadian onkogenik lain,
yang memungkinkan inaktivasi respon key
checkpointsepertiapoptosis.Dalampengaturanregenerasi, stress oksidatif,dan
erosi telomere, hilangnya fungsi p53 akan menyebabkanperburukan HCC
dengan proliferasi yang berlebihan karena pengaruh telomerase akibat
ketidakstabilan kromosomal oleh inaktivasi sinyal kerusakan DNA (Farazi and
DePinho, 2006).JalurWnt signalingjuga berperan dalam proses genetik terjadinya
HCC. Beberapagen yang berhubungan dengan kanker, sepertip16™*? E-
cadherin, COX-2,danbeberapa pola metilasi yang menyimpang diperkirakan
berperan dalam proses epigenetik HCC. Pada proses terjadinya HCC terdapat
ketidakstabilan genomik yang ditandai dengan (a) pemendekan telomerase yang
merupakan gambaran utama dari proliferasi yang berlebihan pada hepar dan
reaktivasi telomerase terjadi sekitar 90% pada HCC manusia (Farazi et al.,
2003), (b) gangguan segregasi kromosom sebagai bukti peningkatan ekspresi
Aurora Kinase A yang mendukung tumorigenesis dan kinase tersebut merupakan

target HURP (hepatoma upregulated protein), dan(c) gangguan respon terhadap



kerusakan DNA sehingga tidak ada respon perbaikan DNA. Perubahan genomik
tersering terjadi pada penambahan 1q, 6p, 8q, 11q, dan 17q, dankehilangan 1p,
4q, 8p, 13q, dan 17p, dan beberapa target yang dikenal sebagaigen kanker
seperti RB (13q), BRCA2 (13q), TP53 (17p),ERBB2 (17q), danMYC (8q) (Farazi

and DePinho, 2006) (lihat gambar 2.1).
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Gambar 2.1Kontribusi Genetik, Epigenetik, dan Genomik pada HCC
(Farazi and Depinho, 2006)

Ada tiga hal yang memiliki peran penting dalam hepatokarsinogenesis,
yaitu infeksi oleh virus hepatitis, penyakit hepar kronis, dan zat karsinogen dalam
makanan (terutama aflatoxin) (Kumar et al., 2003). Empat jalur yang
berkontribusi terhadap perubahan genetik, yaitu: (a) jalur p53 berkontribusi
terhadap respon kerusakan DNA, (b) jalur retinoblastoma berkontribusi dalam
mengontrol siklus sel, (c) jalur transforming growth factor-beta (TGF)
berkontribusi dalam menghambat pertumbuhan, (d) jalur Wnt berkontribusi dalam

adhesi sel dan transduksi sinyal (Saffroy et al., 2006).
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Gambar 2.2 Kronologi Susunan Lesi Sel pada Perkembangan HCC
(Thorgeirsson and Grisham, 2002)

Pada HCC, perubahan genomik berawal dalam tahapan preneoplasia, lalu
berkembang menjadi displasia hepatosit dan kanker hepar primer (hepatocellular
carcinoma) (lihat gambar 2.2).Tahapan preneoplasia dapat berlangsung 10-30
tahun, dan displasia hepatosit dapat berlangsung 3-5 tahun (Thorgeirsson and
Grisham, 2002).

Pada tahapan preneoplasia terjadi perubahan ekspresi gen yang
disebabkan mekanisme epigenetik yang disertai dengan tidak adanya perubahan
struktur pada gen atau kromosom (Thorgeirsson and Grisham, 2002). Epigenetik
berarti terjadi penyimpangan metilasi DNA dan modifikasi histon yang
menyebabkan perubahan transkripsi gen, tapi tidak ikut serta dalam penyusunan
DNA (Wong and Ng, 2007). Penyimpangan metilasi DNA dapat berupa
hipometilasi ataupun hipermetilasi. Penyimpangan metilasi DNA yang berupa
hipermetilasi banyak terjadi di pulau CpG yangmengakibatkan tidak aktifnya gen
penekan tumor, seperti retinoblastoma 1 (Rb1) dan p16/INK4A (Wong and Ng,
2007; Wilkens et al., 2001; Sakai et al., 1991; Liew et al., 1999). Hilangnya fungsi

p16 akan membatasi fungsi gen penekan tumor Rb1 dan menyebabkan



proliferasi sel yang tidak terkontrol (Serrano et al., 1993). Peningkatan ekspresi
TGF-a (transforming growth factor-a) dan IGF-2 (insulin-like growth factor-2)
menyebabkan percepatan proliferasi hepatosit (sel hepar) juga terjadi dalam
proses preneoplasia (Kawakita et al., 1992; Grisham, 2001). Peningkatan TGF-a
dan IGF-2 merupakan hasil dari produksi sitokin oleh sel inflamasi kronis yang
menginfiltrasi karsinogen perusak hepar(carcinogen-damage liver), trans-aktivasi
virus, dan respon dari hepar yang kehilangan sel (Grisham, 2001; Brechot, 1998;
Smela et al., 2001; Diao et al., 2001).

Perubahan genetik terjadi karena adanya mutasi gen, seperti pada gen
p53, Rb, RAS, dan B-catenin terjadi dalam proses HCC (Wong and Ng, 2007).
Gen p53 berfungsi sebagai gen penekan tumor dan berperan penting dalam
keseimbangan antara siklus sel dan apoptosis (Saffroy et al., 2006). Mutasi gen
p53 dan B-catenin merupakan mutasi gen tersering yang terjadi pada HCC
(Wong and Ng, 2007).Kerja p53 juga dihambat oleh HBV x protein (HBx) yang
berlekatan langsung dengan p53, sehingga menghambat aktivitas transkripsional
dan menekan p-53-mediasi apoptosis. Mutasi dan kehilangan fungsi p-53
menyebabkan ekspresi berlebihan dari onkogen dan kurangnya ekspresi gen
penekan tumor. Retinoblastoma (Rb) berperan dalam regulasi gen dalam fase
G1 siklus sel. Pada tahap G1 merupakan check point untuk memeriksa ukuran
sel, nutrisi, faktor pertumbuhan, dan kerusakan DNA dalam siklus sel. Penurunan
ekspresi retinoblastoma terjadi pada pasien HCC, namun retinoblastoma lebih
sering terinaktivasi karena adanya metilasi pada gen p16. Ekspresi berlebihan
dari gen p28/gankyrin, yaitu gen yang berperan dalam degradasi retinoblastoma,
juga berperan dalam proses hepatokarsinogenesis (Fu et al., 2002; Dawsonn et

al., 2006). Mutasi pada Rat Sarcoma Oncogene (RAS) yang merupakan onkogen



yang dominan dalam menginduksi proliferasi sel, pertumbuhan tumor, dan
angiogenesis, akan menghasilkan sebuah lingkungan mikro yang pro-
tumorigenesis di sekitar sel tumor. Aktivasi RAS menginduksi banyak produk gen
inflamasi, termasuk sitokin pro-inflamasi, yang dapat memproduksi radikal bebas.
B-catenin berperan erat dalam mengontrol proliferasi sel, motilitas, dan
perkembangan embrionik (Moon et al., 2002). Aktivasi B-catenin berperan
penting dalam pertumbuhan HCC (Moon et al., 2004).p-catenin memegang
peran kunci dalam jalur Wnt. Jika tidak ada sinyal Wnt, maka B-catenin akan
diambil ke kompleks degradasi dan didegradasi melalui kompleksAPC, Axin, dan
glikogen sintase kinase (GSK)-3B. Saat berikatan dengan kompleks tersebut, -
catenin difosforilasi oleh GSK-3B pada residu serine dan theorenine.
Hiperfosforilasi B-catenin ini kemudian menjadi target degradasi melalui sistem
ubiquitin-proseasome. Degradasi lanjutan ini menjaga B-catenin bebas pada
level rendah dalam keadaan normal. Jika Wnt teraktivasi, maka akan mengirim
sinyal melalui phosphorylation of disheveled (Dvl), sehingga akan menekan
aktivitas kinase dari GSK-3[3, dan menghasilkan stabilisasi B-catenin. B-catenin
akan membentuk kompleks dengan anggota faktor T-sel atau lymphoid
enhancing factor (LEF) faktor transkripsi dan meningkatkan respon pada stimulus
untuk ekspresi proto-onkogen c-Myc dan cyclin (Shtutman et al., 1999; Tetsu et

al.,1999).

2.1.5Tahapan Kanker Hepar
Penilaian tahapan pada kanker hepar berguna untuk menentukan tujuan
terapi dan prognosis penyakit dan tahapan ini dilihat dari penyebaran kanker

hepar. Ada beberapa tahapan yang berbeda dalam kanker hepar, yaitu berdasar



American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM system, Barcelona Clinic
Liver Cancer (BCLC) system, Child-Pugh score (cirrhosis staging system), dan
Localized resectable, localized unresectable, and advanced liver cancer.

Stage I: T1, NO, MO: Terdapat single tumor dengan berbagai ukuran yang
tidak tumbuh ke dalam pembuluh darah. Kanker tidak menyebar pada daerah
lymph node yang dekat atau tempat yang jauh.

Stage Il: T2, NO, MO: Tumor single dengan berbagai ukuran yang telah
tumbuh ke dalam pembuluh darah atau ada beberapa tumor dan semua lebarnya
lebih dari 5 cm atau kurang. Kanker tidak menyebar pada daerah lymph node
yang dekat atau tempat yang jauh.

Stage IlIA: T3a, NO, MO: Terdapat beberapa tumor, dan minimal ada satu
tumor yang lebarnya lebih dari 5 cm bersilangan. Kanker tidak menyebar pada
daerah lymph node yang dekat atau tempat yang jauh.

Stage IlIB: T3b, NO, MO: Terdapat minimal satu tumor dengan berbagai
ukuran yang telah tumbuh ke dalam cabang utama dari vena hepar (vena porta
dan vena hepatika).Kanker tidak menyebar pada daerah lymph node yang dekat
atau tempat yang jauh.

Stage IIIC: T4, NO, MO: Tumor telah tumbuh ke organ didekatnya (selain
kandung kemih) atau tumor telah tumbuh ke dalam viseral peritoneum yang
menyelubungi hepar. Kanker tidak menyebar pada daerah lymph node yang
dekat atau tempat yang jauh.

Stage IVA: Beberapa T, N1, MO: Tumor dengan berbagai ukuran atau
jumlah dan telah tumbuh ke dalam pembuluh darah atau organ di dekatnya.

Kanker belum menyebar ke organ yang jauh.



Stage IVB: Beberapa T, beberapa N, M1: Kanker telah menyebar ke
bagian lain dari tubuh (tumor dengan berbagai ukuran atau jumlah, dan lymph

node terdekat ikut terkena atau tidak)(American Cancer Society, 2011).

2.1.6Terapi

Terapi kanker hepar yang ada saat ini bisa dibagi jadi empat kategori
intervensi, yaitu intervensi operasi (reseksi tumor dan transplantasi hepar),
intervensi perkutaneus (injeksi ethanol, ablasi dengan radiofrekuensi), intervensi
trans-arterial (embolisasi atau kemoperfusi), dan intervensi obat-obatan termasuk
terapi imun dan gen (Blum, 2005). Reseksi tumor dilakukan berdasarkan
tingkatan stage pasien. Pasien stage | dan Il dapat menjalani reseksi total tumor,
pasien stage IlIA-IlIC reseksi tumor total tidak bisa dilakukan, sedangkan pada
pasien stage IVA-IVB tidak bisa diterapi dengan operasi. Transplantasi hepar
hingga saat ini masih sulit dilakukan di Indonesia. Transplantasi dilakukan jika
tumor belum menyebar ke organ lain dan secara teori merupakan terapi terbaik
untuk HCC karena dapat membuang tumor dan sirosis serta dapat
meminimalkan risiko terulangnya HCC (El-Serag et al., 2008).

Injeksi ethanol merupakan salah satu teknik yang sering digunakan.
Injeksi dilakukan langsung dengancara menyuntikkan ke tumor dengan panduan
USG atau CT-scan. Ablasi radiofrekuensi dilakukan dengan alat seperti suntik
yang berisi elektron (National Cancer Institute, 2009).Embolisasi merupakan
teknik untuk menginduksi iskemik pada tumor sehingga mengalami nekrosis,
melalui sumbatan di arteri. Embolisasi dilakukan dengan dua cara, vyaitu
embolisasi tunggal atau dikombinasi dengan selektif intra-arterial kemoterapi.

Embolisasi biasanya dilakukan pada pasien yang tidak dapat direseksi dan terapi



perkutaneus gagal atau pada pasien yang pada tahap intermediet. Terapi dengan
obat, imun, dan gen merupakan terapi molekuler yang bertujuan untuk
menghambat pertumbuhan tumor, angiogenesis, dan telomerase (El-Serag et al.,
2008).

Saat ini juga telah dikembangkan terapi herbal.Komposisi herbal
menunjukkan efektifitas dan keamanan dalam penelitian terpusat tunggal yang
kecil (small single center study) untuk pengobatan dan pencegahan
hepatocellular carcinoma dan sirosis (Li and Martin 1l, 2010).Terapi herbal
kebanyakan mengandalkan kandungan antioksidan yang ada. Salah satu
tanaman yang mengandung antioksidan dengan kadar tinggi adalah Moringa
oleifera. Moringa oleifera secara in vivo aktivitas antioksidannya dapat
menyembuhkan tikus model kerusakan hepatoselular yang diinduksi carbon tetra

chloride (CCl4) (Rakesh and Singh, 2010).

2.2 Moringa oleifera

Moringa oleifera atau sering disebut kelor di Jawa, merupakan family dari
Moringaceae yang merupakan tanaman asli India bagian utara, Pakistan, dan
Nepal. Tanaman ini berkembang dan tumbuh baik selain di daerah asalnya,
seperti di Asia selatan, Asia tenggara, semenanjung Arab, Afrika tropis, Karibia,

dan Amerika selatan tropis (Roloff et al., 2009).



2.2.1 Taksonomi

Tabel 2.1 Hierarki Taksonomi Moringa oleifera
(Integrated Taxonomic Information System, 2000)

Hierarki Taksonomi

Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Divisi Magnoliophyta

Kelas Magnoliopsida
Subkelas Dilleniidae

Ordo Capparales

Famili Moringaceae

Genus Moringa Adans.
Spesies Moringa oleifera Lam.

2.2.2 Morfologi dan Karakteristik

Moringa oleifera merupakan tanaman yang kecil, cepat tumbuh, berdaun
hijau sepanjang tahun, dan biasanya tumbuh dengan tinggi 10-12 meter.Batang
pohon kelor biasanya lurus, tetapi kadang-kadang tidak terbentuk dengan baik.
Pohon tumbuh dengan batang yang pendek dan lurus hingga mencapai tinggi
sekitar 1,5-2 meter sebelum mulai bercabang. Tetapi kadang dapat mencapai 3
meter. Cabang pohon bertumbuh dengan pola yang tidak terorganisasi dan
puncaknya berbentuk payung (Foidl et al., 2001).Kulit kayu batang pohon kelor
biasanya berwarna abu-abu keputihan, tebal, lembut, dan bertekstur retak-retak.
Ketika kulit kayu dikupas, maka akan mengeluarkan cairan yang berwarna putih,

namun akan jadi coklat kemerahan atau kehitaman (Roloff et al., 2009).



Moringa oleifera biasanya memiliki 2-3 daun muda pada setiap tangkai
yang panjangnya bisa mencapai 45 cm dan membentuk spiral pada rantingnya.
Daun kelor berbentuk oval dengan lebar 0,6-1 cm dan panjang 1,2-2 cm. Daun
ini menyusun 8-10 pasang pada setiap tangkai. Daun ini biasanya berbulu halus
saat muda, dan rantingnya juga berbulu halus dan hijau saat muda lalu akan
menjadi coklat (Foidl et al., 2001; Roloff et al., 2009). Bunga daun kelor tumbuh
dari bagian ketiak (axilla) daun.Berwarna putih kekuningan, berbau harum,
dengan panjang 10-25 cm. Mahkota bunganya berwarna putih atau krem dengan
bintik-bintik kuning di bagian bawah (Morton, 1991).

Buah kelor terjuntai, dengan panjang 20-50 cm dan lebar 2-2,5 cm,
memiliki 3 lobus polong dengan tiap polong berisi 12-35 biji. Selama masa
pertumbuhan, biji berwarna hijau gelap dan memerlukan waktu 3 bulan untuk
matang setelah pembungaan. Setelah matang, biji akan berwarna coklat. Setiap
pohon dapat menghasilkan 15.000-25.000 biji pertahun (Foidl et al., 2001; Roloff

et al., 2009; Hsu et al., 2006).

2.2.3 Manfaat

Moringa oleifera memiliki banyak manfaat, baik dalam bidang medis dan
bahan pangan.Semua bagian Moringa oleifera dapat dikomsumsi. Daunnya
dapat dimakan sebagai salad atau pun asinan, dapat dimakan segar, dimasak,
atau disimpan sebagai bubuk kering untuk beberapa bulan tanpa disimpan di
kulkas atau lemari pendingin dan tidak kehilangan kandungan nutrisinya.
Kandungan daunnya kaya akan karbohidrat, mineral, zat besi, vitamin A, B,dan
C, kalsium, dan protein, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai suplemen protein

dan kalsium bagi orang yang butuh nutrisi lebih (Hsu et al., 2006).



Dalam bidang industri, bijinya dapat menghasilkan minyak, dikenal dengan
Ben oil, yang dapat digunakan untuk pelumas mesin, memproduksi parfum, dan
perawatan rambut (Tsaknis et al, 1999). Juga dapat untuk produksi gas
biomassa (daun), makanan ternak (daun dan bijinya), agen pembersih domestik
(daun yang hancur), pewarna biru (kayu), tanaman pagar, pupuk (biji), nutrisi
daun (sari dari daun), pupuk hijau (daun), getah (dari batang pohon), pembersih
madu dan gula tebu (bubuk biji), madu (nektar bunga), pembuat kertas (kayu),
tali tambang (kulit kayu), tannin (getah dan kulit kayu), dan pemurnian air (bubuk
biji) (Fuglie, 1999).

Dalam bidang medis, Moringa oleifera telah lama digunakan sebagi obat
alternatif atau tradisional.Moringa oleifera menjadi obat tradisional yang berperan
penting bagi masyarakat di Asia dan Afrika barat, dan bagi masyarakat Indian
tanaman ini dapat mengatasi asites, reumatik, gigitan ular, serta penyakit jantung
dan sirkulasi (Roloff et al., 2009). Moringa oleifera saat ini telah digunakan luas
karena memiliki efek antibiotik, anti-tripanosomal, hipotensi, anti-kejang, anti-
radang, penurun kolesterol, dan aktivitas hipoglikemi.Namun saat ini yang sangat

diteliti adalah efek antibiotik dan pencegah kanker (Fahey, 2005).

2.2.4 KandunganMoringa oleifera

Moringa oleifera memiliki kandungan setiap 1 gram daun mengandung
vitamin C 7 kali lebih banyak dibandingkan buah jeruk, vitamin A 4 kali lebih
banyak dibandingkan wortel, kalsium 4 kali lebih banyak dibandingkan susu,
protein 2 kali lebih banyak dibandingkan susu, dan kalium 3 kali lebih banyak

dibandingkan buah pisang (Hsu et al., 2006).



Tabel 2.2 Hasil Pemeriksaan Kandungan Zat Gizi Kelor per 100 gram
(Fuglie, 1999)

Per 100 gram Biji Daun Tepungdaun
Kadar Air (%) 86.9 75.0 7.5
Calori 26 92 205
Protein (g) 25 6.7 271
Lemak (g) 0.1 1.7 2.3
Carbohydrate (g) 3.7 13.4 38.2
Fiber (g) 4.8 0.9 19.2
Minerals (g) 2.0 2.3 -

Ca (mg) 30 440 2,003
Mg (mg) 24 24 368

P (mg) 110 70 204

K (mg) 259 259 1,324
Cu (mg) 3.1 1.1 0.57
Fe (mg) 5.3 7 28.2
S (mg) 137 137 870
Oxalic acid (mg) 10 101 1.6%
Vitamin A - B carotene (mg) 0.11 6.8 16.3
Vitamin B -choline (mg) 423 423 -
Vitamin B1 -thiamin (mg) 0.05 0.21 2.64
Vitamin B2 -riboflavin (mg) 0.07 0.05 20.5
Vitamin B3 -nicotinic acid (mg) 0.2 0.8 8.2
Vitamin C -ascorbic acid (mg) 120 220 17.3
Vitamin E -tocopherol (mg) - - 113
Arginine (g/16g N) 3.6 6.0 1.33%
Histidine (g/16g N) 1.1 2.1 0.61%
Lysine (g/16g N) 1.5 4.3 1.32%
Tryptophan (g/16g N) 0.8 1.9 0.43%
Phenylanaline (g/16g N) 4.3 6.4 1.39%
Methionine (g/16g N) 1.4 2.0 0.35%
Threonine (g/16g N) 3.9 4.9 1.19%
Leucine (g/16g N) 6.5 9.3 1.95%
Isoleucine (g/16g N) 4.4 6.3 0.83%
Valine (g/16g N) 54 7.1 1.06%

Moringa oleifera juga mengandung alkaloids, steroids dan ftriterpenoids,
tannins, anthracenosides,reducing sugars, flavones, saponins, dan coumarins

yang memiliki aktivitas biologi pada jaringan hewan coba (Kasolo et al., 2010).



Tabel 2.3 Kandungan Phytokimia Daun Kelor (Kasolo et al., 2010)

Phytochemicals Ekstak ether Ekstrak ethanol | Ekstrak air
Galllic tannins + + ++
Catechol tennins + Y —+
Coumarins - A L
Streroid dan +++ ++ +
triterpenoid

Flovanoids ++ ++ ++
Saponins + + —+
Anthraquinones + ++ +4++
Alkaloids + - T+
Reducing sugars - ++ ++

Flavonoid memiliki aktivitas anti-inflamasi dan antioksidan yang kuat yang
bermanfaat sebagai anti-karsinogenik dan anti-mutagenik, juga memiliki efek
antimikroba yang secara in vitro dapat melawan mikroba spektrum luas dengan
menghambat ikatan kimia enzim pada membran mikroba (Cowan, 1999; Li-
weber, 2009; Nandakumar et al., 2008; Hausteen, 2002).Flavonoid juga dapat
menurunkan tekanan darah tinggi (Ayinde et al., 2007; Dhawan and Jain, 2005).

Terpenoids dan steroid dapat melawan bakteri seperti Staphylococus
aureus (Cowan, 1999), mencegah kanker (Raju et al., 2004), dan sebagai anti-
karsinogenik (Yun, 1996).Reducing sugar berguna untuk memperbaiki
tumorigenesis (Ueno et al., 2009) dan menghambat pertumbuhan tumor yang
dimediasi karbohidrat (Nangia-Makker et al., 2002), menginduksi respon stress

dan apoptosis pada sel kanker payudara manusia.

2.2.5 Antioksidan

Polifenol (polyphenol)merupakan senyawa kimia yang terkandung di
dalam tumbuhan dan bersifat antioksidan kuat. Polifenol adalah kelompok
antioksidan yang secara alami ada di dalam sayuran, buah-buahan, kacang-

kacangan, minyak zaitun, dan minuman(Widiastuti, 2009). Senyawa polifenol



adalah flavonoid yang terdiri dari beberapa subkelas, yakniflavonol, isoflavon,
flavanon, flavon, antosianidin, dan katekin. Flavonoid dapat menginduksi aktivasi
dari caspase-2, -3, -8, -9, dan -10, aktivasi caspase-10 dimediasi melalui
caspase-1, serta flavonoid dapat menurunkan ekspresi protein anti-apoptosis
Bcl-2 (Erhart et al., 2005). Turunan dari katekin diantaranya adalah epikatekin,
epigalo-katekin, apigalo-katekin galat, dan quercetin. Quercetin merupakan
antioksidan kuat, dengan kekuatan 4-5 kali lebih tinggi dibandingkan vitamin C
dan vitamin E yang dikenal sebagai antioksidan potensial.Quercetin juga
mengaktivasi caspase-3 dan caspase-9. Selain itu, ia juga menurunkan protein
anti apoptosis keluarga BCL-2 seperti Bcl-2 serta meningkatkan anggota pro-
apoptosisnya seperti Bax (Granado-Serranoet al., 2006). Quercetin juga dapat
menghambat Wnt/B-catenin dan mengurangi aktivitas transkripsionalnya karena
menurunkan jumlah protein nuklear 3-catenin dan Tcf-4 (Park et al., 2005).
Selain itu, kaempferol yang merupakan salah satu jenis flavonoid juga
memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi (Middletonet al., 2000).Melalui regulator
apoptosis menunjukkan adanya peningkatan level ekspresi protein sitokrom c,
Apaf-1, caspase-9, caspase-3, dan caspase-7 pada pemberian kaempferol yang
menunjukkan bahwa apoptosis yang diinduksi kaempferol melalui mitochondrial-
dependent cascade atau jalur intrinsik (Nurulita, 2011).Kaempferol dan quercetin
memiliki aktivitas anti-radikal yang lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa
flavonol lainnya dan juga terbukti menginduksi apoptosis dengan meningkatkan

aktivasi caspase-3 (Bennett et al.,2003; Kang et al., 2010).



2.3 DMBA

Senyawa 7,12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) adalah zat kimia yang
termasuk dalam polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) yang dikenal bersifat
mutagenik, karsinogenik, sitotoksik, dan immunosupresif (Smith et al., 1999;
Spitsbergen et al., 2000; Miyata et al., 2001; Wijnhoven et al., 2001; Lindhe et al.,
2002; Buters et al., 2003). Menurut Division of Occupational Health and Safety
National Institutes of Health, DMBA yang mempunyai 4 cincin benzene termasuk
dalam tujuh PAH yang dapat menyebabkan kanker pada manusia (Lukitaningsih
dan Noegrohati, 2000; Al-Attar, 2004; Anon, 2004). DMBA memiliki rumus
molekul CyoH16.Struktur kimia pada gambar 2.3, menunjukkan senyawa tersebut
memiliki 4 macam cincin aromatik yang berikatan khas struktur PAH dengan tiga
atau lebih cincin aromatik dan 2 subtituen metil (Susilowati, 2010).

Secara alami DMBA dapat ditemukan di alam sebagai hasil dari proses
pembakaran yang tidak sempurna, seperti dalam asap tembakau, asap
pembakaran kayu, asap pembakaran gas, bensin, minyak, batubara, atau daging
(Anon, 2004). Senyawa 7,12- dimetilbenz (a) antrasen dapat ditemukan di dalam
air, tanah, maupun udara. Kontaminasi DMBA biasa terjadi melalui makanan
atau peroral, inhalasi, maupun kontak kulit. 7,12-dimetilbenz (a) antrasen juga
dilaporkan sebagai karsinogen poten pada hewan coba, dengan target utama
pada kulit dan kelenjar mammae (Kubatkaet al., 2002; Mun‘im dkk., 2006).

Dosis tinggi DMBA yang diberikan secara kronik pada hewan coba dapat
menyebabkan nekrosis pada adrenal (Haschek dan Rousseaux,1991). DMBA
juga dapat mengganggu enzim liver pada katak dan menginduksi kanker hepar
atau hepatokarsinogenesis pada tikus (Al-Attar, 2004; Hermawan dkk., 2011;

Paliwalet al., 2011). DMBA menginduksi Kklinikalpatologi melalui racun yang



terjadi di kulit, kelenjar mammae, ginjal, dan liver dengan karakterisasi oleh
induksi kerusakan parenkim sel hepar seperti lesi hepar, tumor, dan kanker

(Paliwal et al., 2011).

Gambar 2.3 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) (Sigmaaldrich, 2010)

DMBA menginduksi produksi reactive oxygen species (ROS) yang
menyebabkan peroksidasi lipid, kerusakan DNA, dan penurunan aktivitas sistem
pertahanan antioksidan (Paliwal et al., 2011).Produksi yang sangat berlebihan
dari ROS akibat stress oksidatif dapat menginduksi pecahnya untai dan
terjadinya modifikasi basa DNA yang berkontribusi pada mutagenesis dan
karsinogenesis(Manoharanet al., 2009).DMBA juga terbukti meningkatkan jalur
Wnt/B-catenin pada tikus yang diinduksi tumor mammae (Currieret al.,
2005).Aktivitas karsinogenik dari DMBA terjadi melalui aktivasi metabolisme
(biotransformasi) untuk menghasilkan karsinogenesis.Jalur metabolisme DMBA
melalui aktivasi enzim sitokrom P450 membentuk proximate carcinogen dan
ultimate carcinogen.Proximate carcinogen adalah metabolit intermediet yang
akan mengalami metabolisme lebih lanjut menjadi ultimate carcinogen. Ultimate
carcinogen berupa senyawa epoksida elektrofii yang adalah metabolit
aktifnyamerupakan metabolit akhir dari karsinogen induk yang akan membentuk

DNA adduct yang dapat menyebabkan mutasi dan inisiasi kanker (Dandekar et



al., 1986; Melendez-Colon et al., 1999; Rowlands et al., 2001; Weimer et al.,

2000).

2.4 Apoptosis

Apoptosis merupakan mekanisme kematian sel yang aktif, terprogram,
serta sangatselektif terhadap sel yang berlebih atau telah rusak.Apoptosis
berhubungan dengan aktivasikaskade caspase. Fragmentasi DNA dan isi sel,
akibat dari apoptosis selanjutnya akandifagositosis oleh sel imunitas (Ali, 2008).
Kematian sel terprogram ini merupakan prosespenting dalam pengaturan
homeostasis normal. Proses ini menghasilkan keseimbangandalam jumlah sel
jaringan tertentu melalui eliminasi sel yang rusak dan proliferasi fisiologisdan
dengan demikian memelihara agar fungsi jaringan tetap normal. Apoptosis
ditandai denganadanya kondensasi kromatin, fragmentasi sel, dan fagositosis sel
tersebut oleh seltetangganya.Deregulasi apoptosis mengakibatkan keadaan
patologis, termasuk proliferasisel secara tidak terkontrol seperti dijumpai pada
kanker(Fitriani, 2008).Mekanisme apoptosis merupakan mekanisme yang
kompleks.Terdapat 2 jalurutama apoptosis, yaitu ekstrinsik atau jalur reseptor
dan intrinsik atau jalur mitokondria(lgney dan Krammer, 2002). Jalur ekstrinsik
dan jalur intrinsik ini akan menginduksi aktivasicaspase-3, hal ini akan
mengakibatkan fragmentasi DNA, degradasi sitoskeleton, degradasiprotein

nuklear, dan ekspresi ligan reseptor sel fagosit (Martinvalet et al., 2005).
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Gambar 2.4 Skema Mekanisme Apoptosis (Eimore, 2007)

2.4.1 Jalur Ekstrinsik

Jalur ekstrinsik diinisiasi oleh reseptor apoptosis dari superfamili TNF.
Reseptor tersebut dapat diaktivasi oleh FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4, dan Apo2L/DR5 (Chicheportiche et al., 1997; Ashkenazi et al., 1998;
Peter and Kramer, 1998; Suliman et al., 2001; Rubio-Moscardo et al., 2005).
Saat teraktivasi, reseptor tersebut akan beroligomerisasi dan bersama dengan
protein adaptor intraselular akan membentuk bentukan kompleks (Engel dan
Henshall, 2009).Contohnya saat reseptor apoptosis diaktivasi oleh FasL atau
TNF-a. Saat FasL atau TNF-a berikatan dengan reseptor, maka protein adaptor
intraselular, FADD untuk FasL dan TRADD untuk TNF-a, juga akan berikatan
dengan reseptor (Hsu et al., 1995;Grimm et al., 1996;Wajant, 2002). Protein

adaptor intraselular tersebut akan berikatan dengan pro-caspase-8 dengan cara



dimerisasi, kemudian terjadi aktivasi autocatalytic pro-caspase-8. Kemudian

caspase-8 yang telah aktif akan mengaktivasi caspase-3 (Elmore, 2007).

2.4.2 Jalur Intrinsik

Jalur intrinsik diinisiasi oleh sel yang akan menghasilkan enzim pro-
apoptosis dari mitokondria, seperti respon pada sinyal sel hasil dari kerusakan
DNA, kecacatan siklus sel, perlekatan dari matriks ekstraseluler, hipoksia,
kehilangan faktor pertahanan sel, dan stress sel (Fulda and Debantin, 2006;
Coultas and Strasser, 2003; Thornberry and Lazebnik, 1998; Letai, 2005).
Terdapat 2 sinyal yang dapat mengaktivasi jalur intrinsik, yaitu sinyal positif dan
sinyal negatif.Beberapa contoh dari sinyal positif adalah radiasi, toxin, hipoksia,
hipertermia, infeksi virus, dan radikal bebas, sedangkan sinyal negatif terjadi jika
tidak ada faktor pertumbuhan, hormon, dan sitokin sehingga sel gagal untuk
mensupresi apoptosis. Semua sinyal tersebut dapat menyebabkan terbukanya
lubang mitochondrial permeability transition (MPT), hilangnya potensial
transmembran mitokondria, dan keluarnya 2 grup protein pro-apoptosis menuju
sitosol (Saelens et al., 2004).

Grup pertama protein pro-apoptosis yang dikeluarkan terdiri dari
cytocrome ¢, Smac/DIABLO, dan HtrA2/0Omi (Cai et al., 1998; Du et al., 2000;
Loo et al., 2002; Garrido et al., 2005). Cytocrome c berikatan dan mengaktivasi
Apaf-1 sebagai pro-caspase-9 membentuk apoptosome (Chinnaiyan, 1999; Hill
et al., 2004). Aktivasi pro-caspase-9 akan mengaktivasi caspase-9 yang nantinya
akan mengaktivasi caspase-3. Smac/DIABLO dan HirA2 akan menginduksi
apoptosis dengan menghambat protein inhibitor apoptosis (IAP) (van Loo et al.,

2002; Schimmer, 2004). Hambatan IAP saja pada percobaan gene knockout gen



IAP tidak cukup menginduksi terjadinya apoptosis (Ekert andvaux, 2005; Hill et
al., 2004).

Grup kedua protein pro-apoptosis yang dikeluarkan terdiri dari AlF,
endonuklease G, dan CAD. AIF mentranslokasi nukleus dan menyebabkan
fragmentasi DNA kedalam 50-300 potongan dan mengkondensasi kromatin
nukleus perifer (Joza et al.,2001). Endonuklease G bertranslokasi ke dalam
nukleus dan akan memecah kromatin nukleus untuk memproduksi fragmen DNA
oligonukleusomal (Li et al., 2001). Kedua protein ini berfungsi tanpa berkaitan
dengan kaskade caspase, sedangkan protein CAD akan bertranslokasi ke dalam
nukleus setelah diaktivasi oleh caspase-3 (Elmore, 2007).

Kontrol dan regulasi jalur ini melalui anggota protein BCL-2 (Cory and
Adams, 2002).Anggota BCL-2 mengatur pengeluaran cytocrome c¢ dari
mitokondria melalui permeabilitas membran.Anggota BCL-2 dapat berupa pro-
apoptosis ataupun anti-apoptosis (tabel 2.4).Anggota anti-apoptosis BCL-2
seperti Bcl-2 dan Bcl-X, menghambat permeabilisasi membran luar mitokondria
dengan menghambat pro-apoptosis BCL-2 seperti Bax dan Bak.Protein anti-
apoptosis juga menghambat pengeluaran cytocrome c¢. Puma dan Noxa
merupakan anggota pro-apoptosis yang berhubungan dengan p53-mediasi
apoptosis. Ekspresi berlebihan dari Puma berhubungan dengan peningkatan
Bax, bentuk Bax berubah, translokasi ke mitokondria, menghasilkan c-sitokrom,

dan mereduksi membran potensial mitokondria (Liu et al.,2003).



Tabel 2.4 Anggota Pro- dan Anti-Apoptotic Protein BCL-2
Superfamily(Lessene et al., 2008)

- e B

Pro-apoptotic
BH3-only proteins Multidomain (BH) BCL-2
BIK BAX BCL-X
BAD BAK BCLW
BiM BOK MCL1
HRK BOO BCLB
BCLG BCLG + viral homologs
HR BCLE
NOXA ECL-RAMBO
PUMA

i A

2.4.3 Jalur Perforin atau Granzym

T-sel mediasi sitotoksik merupakan varian tipe IV hipersensitivitas yang
disensitisasi melalui sel CD8+ membunuh sel antigen. Sitotoksik T-limposit
(CTLs) mampu membunuh target melalui jalur ekstrinsik dan FasL/FasR interaksi
dominan dalam cara CTLs-induksi apoptosis (Brunner et al., 2003). Sel T
sitotoksik dapat menginduksi apoptosis melalui cara sekresi perforin
(transmembrane pore-forming molecule). Sekresi perforin diikuti dengan
pelepasan 2 cytoplasmic granule, yaitu granzym Adan granzym B, pada lubang
yang telah terbentuk (Brunner et al., 2003; Trapani dan Smyth, 2002). Granzym
B memotong protein pada residu aspartat yang akan mengaktivasi pro-caspase-
10 sehingga dapat memotong faktor ICAD (Inhibitor of Caspase Activated
DNAase)(Sakahira et al., 1998). Granzym B juga dapat membantu jalur intrinsik
dengan cara pemotongan spesifik Bid dan induksi pengeluaran cytocrome c.
Selain itu, granzym B dapat langsung mengaktivasi caspase-3 (Barry dan

Bleackey, 2002; Russell dan Ley, 2002). Melalui jalur intrinsik dan aktivasi



langsung caspase-3 merupakan peran granzym B dalam menginduksi apoptosis
(Goping et al., 2003). Sedangkan granzym Aberperan dalam apoptosis melalui
jalur independen caspase melalui aktivasi DNA-nicking via DNAse NM23-H1,
sebuah produk gen penekan tumor (Fan et al., 2003). DNAse memiliki peran
dalam mencegah kanker melalui apoptosis sel tumor. Nukleosom merakit protein
SET yang normalnya menghambat gen NMZ23-H1. Granzym A protease
membelah kompleks SET maka akan menghambat NM23-H1, menghasilkan
apoptosis degradasi DNA. SETjuga berperan dalam struktur kromatin dan

perbaikan DNA (Elmore, 2007).

2.5 Caspase

Kaskade caspase memerankan hal penting dalam induksi, transduksi,
amplifikasi, dan eksekusi apoptosis. Caspase dapat dibagi menjadi tiga kategori,
yaitu inisiator (caspase-2, -8, -9, dan -10), eksekutor atau efektor (caspase-3, -

6,dan -7), dan inflamasi (caspase-1, -4, dan -5) (Cohen, 1997; Rai et al., 2005).

2.5.1 Caspase-3

Caspase-3 merupakan cytosolic aspartate-specific cysteine protease yang
berperan dalam eksekusi apoptosis yang diaktitkan melalui jalur intrinsik,
ekstrinsik, dan perforin dan akan mengakibatkan fragmentasi DNA, degradasi
sitoskeletal dan protein nukleus, cross-linking protein, pembentukan badan
apoptosis, ekspresi ligan untuk reseptor sel fagosit, dan diambil oleh sel-sel
fagosit (EImore, 2007).

Jalur eksekusi mengaktivasi endonuklease sitoplasmik  yang

mendegradasi materi nuklear dan protein sitoskeletal.Caspase eksekutor



membelah banyak substrat, antara lain sitokeratin, PARP, membran
plasmaprotein sitoskeletal alfa fodrin, dan protein nuklear NuMA, yang
mengakibatkan perubahan biokimia dalam sel apoptosis (Slee et al,
2001).Caspase-3 merupakan eksekutor terpenting dan diaktivasi oleh caspase
inisiator. Caspase-3 memecah antara ICAD (Inhibitor Caspase-Activated DNAse)
dan CAD (Caspase-Activated DNAse) untuk menghasilkan CAD yang akan
mendegradasi kromosom DNA dengan nukleus dan menyebabkan kondensasi
kromatin. Uptake fagosit merupakan tahapan akhir. Fosfolipid asimetri dan
eksternalisasi fosfatidilserin pada permukaan sel apoptosis dan fragmennya

merupakan hallmark pada fase ini (Elmore, 2007).

2.6 Hubungan antara Moringa oleifera, Kanker Hepar,danCaspase-3

Pada kanker hepar, proses apoptosis terhambat oleh adanya mutasi gen
p-53 yang merupakan gen penekan tumor dan adanya proliferasi yang meningkat
karena aktivasi jalur Wnt/B-catenin (Wong and Ng, 2007). Mutasi gen p-53
menyebabkan peningkatan ekspresi anti-apoptosis Bcl-2dan penurunan ekspresi
pro-apoptosis Bax di mitokondria. Proses ini menghambat mitochondrial intrinsic
apoptotic pathway sehingga caspase inisiator tidak dapat aktif dan apoptosis
tidak dapat terjadi. Moringa oleifera mengandung flavonoid, yaitu kaempferol dan
quercetin yang dapat menginduksi aktivasi caspase-2, -3, -8, -9, dan-10 sehingga
dapat mengaktivasi jalur apoptosis intrinsik dan ekstrinsik serta mengurangi
aktivitas dari anti-apoptosis Bcl-2 pada mitokondria dan sebaliknya,meningkatkan

ekspresi Bax (Erhart et al., 2005).



BAB3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Agen Karsinogenik Kelor
(DMBA)
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ROS Antioksidan
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep

Keterangan :
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3.2 Penjelasan Kerangka Konsep

Agen karsinogenik 7,12 dimetilbenz (a) antrasen (DMBA) merupakan zat
kimia yang termasuk dalam polycyclic aromatic hydrocarbon(PAH) yang dikenal
bersifat mutagenik, karsinogenik, sitotoksik, dan immunosupresif (Smith et al.,
1999; Spitsbergen et al., 2000; Miyata et al., 2001; Wijnhoven et al., 2001; Lindhe
et al., 2002; Buters et al., 2003; Currieret al., 2005).Agen ini menginduksiproduksi
reactive oxygen species (ROS).Produksi yang sangat berlebihan dari ROS akibat
stress oksidatif dapat menginduksi pecahnya untai dan terjadinya modifikasi basa
DNA yang berkontribusi pada mutagenesis dan karsinogenesis(Paliwal et al.,
2011; Manoharanet al., 2009).ROS dapat menyebabkan penurunan fungsi dan
mutasi pada gen p53 sehingga apoptosis menjadi terhambat (Roydsand
lacopetta, 2006). Selain itu, DMBA juga dapat meningkatkan aktivasi jalur Wnt/(-
catenin yang akan meningkatkan proliferasi sel (Currieret al., 2005).Gabungan
antara penurunan apoptosis dan peningkatan proliferasi sel inilah yang dapat
memicu terjadinya kanker (Breeet al., 2002).

Mutasi gen p53 akan mengakibatkan peningkatan protein anti-apoptosis,
yaitu Bcl-2, dan penurunan protein pro-apoptosis, yaitu Bax. Hal ini
menyebabkan penghambatan inisiator caspase, yaitu caspase-9, sehingga
caspase-3 sebagai eksekutor apoptosis tidak teraktivasi (Acehanet al., 2002;
Bloom, 2009). Akibatnya apoptosis juga akan menurun sehingga menyebabkan
terjadinya kanker. Peningkatan aktivasi jalur Wnt/B-catenin akan meningkatkan
phosphorylationof disheveled (Dvl), sehingga akan menekan aktivitas kinase dari
GSK-3B, dan menghasilkan stabilisasi B-catenin sehingga terjadi peningkatan

proliferasi (Wong and Ng, 2007; Saffroy et al., 2006).



Moringa oleifera mengandung senyawa polifenolat,,yakni kaempferol dan
quercetin. Kedua zat tersebut merupakan flavonoid yang memiliki fungsi sebagai
antioksidan. Quercetin dan kaempferol diketahui dapat menurunkan protein anti-
apoptosis keluarga BCL-2 seperti Bcl-2 serta meningkatkan anggota pro-
apoptosisnya seperti Bax (Granado-Serranoet al., 2006;Marfeet al.,
2009).Quercetin juga dapat menghambat aktivitas jalur Wnt/B-catenin (Park et
al., 2005) dan juga menghambat aktivitas ROS (Priyadarsini and Nagini S,
2012).Kaempferol dan quercetin menginduksi apoptosis dengan meningkatkan

aktivasi caspase-3 (Kang et al., 2010).

3.3 Hipotesis Penelitian
Pemberian ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera)dapat
meningkatkan kadar caspase-3jaringan hepar pada tikus wistar yang diinduksi

DMBA.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian  ini  merupakan  penelitian ~ eksperimental.Rancangan
eksperimental yang digunakan adalah rancangan eksperimen sederhana (post
test control group design) dimana subjek dibagi menjadi 5 kelompok (I sampai
dengan V) secara random.Tiap kelompok terdiri dari 6 tikus.Kelompok | adalah
tikus yang tidak diberi diet mengandung DMBA (kontrol negatif), kelompok Il tikus
diberi diet mengandung DMBA saja (kontrol positif), sedangkan kelompok IlI
sampai dengan V (3 kelompok) diberi diet mengandung DMBA dan ekstrak

methanol daun kelor (Moringa oleifera)dalam berbagai dosis.

4.2 Binatang Coba
4.2.1 Binatang Coba, Objek, dan Teknik Randomisasi

Binatang coba dalam penelitian ini adalah tikus jenis Rattus norvegicus
galur wistar yang dipelihara di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Pemeliharaan dilakukan dalam kandang yang
dijaga kebersihannya.

Objek penelitian yang dipakai adalah tikus wistar jenis kelamin jantan,
dewasa dengan umur = 2 bulan. Teknik randomisasi untuk pengelompokan
perlakuan menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) atau

Randomized Completely Design (RCD) mengingat baik hewan coba, bahan
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pakan, dan bahan penelitian lainnya dapat dikatakan homogen. Pada rancangan
ini dimungkinkan setiap hewan coba berpeluang sama untuk mendapat
kesempatan sebagai sampel, baik dalam kelompok perlakuan maupun dalam

kelompok kontrol.

4.2.2 Estimasi Jumlah Pengulangan

Dalam penelitian ini terdapat 5 perlakuan, maka jumlah binatang coba
untuk masing-masing perlakuan dapat dicari dengan rumus [(np-1) — (p-1)] = 16
dengan n = jumlah pengulangan tiap perlakuan; p = jumlah perlakuan. Dari

sejumlah sampel ini akan diuji dengan level signifikansi 95%.

[(np-1) — (p-1)] =2 16

[(5n-1) - (5-1)] = 16

(5n-1)— 4 = 16

(5n-1) = 20

5n = 21

n=42

Dari rumus tersebut, jika banyak perlakuan adalah 5 maka jumlah
pengulangan yang dibutuhkan untuk tiap-tiap kelompok perlakuan adalah 4.
Sedangkan 2 ekor sisanya untuk cadangan. Jadi untuk 5 kelompok dibutuhkan

sebanyak 30 tikus(Solimun, 2001).



4.2.3 Kriteria Inklusi
1. Strain wistar
2. Umur 2 bulan
3. Berat badan + 200 gr
4. Jenis kelamin jantan

5. Dalam keadaan sehat selama penelitian

4.2.4 Kiriteria Eksklusi
Tikus yang selama penelitian tidak mau makan, tikus yang kondisinya

menurun, dan tikus yang sakit dalam masa persiapan atau adaptasi.

4.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian per oral ekstrak
methanol daun kelor dengan dosis 20, 40, 80mg/ml per hari.Pemberian per oral
ekstrak methanol daun kelor dengan sonde dilakukan selama 60 hari (Parvathy
and Umamaheswari, 2007).

Variabel tergantung pada penelitian ini adalahkadar caspase-3 dalam
jaringan. Variabel kendali adalah variabel yang dapat dikendalikan oleh peneliti
agar objek penelitian selalu terkendali dan dalam keadaan homogen. Variabel
kendali dalam penelitian ini meliputi:

1. Kriteria inklusi
2. Pemberian diet DMBA
3. Kondisi lingkungan kandang

4. Pemberian per oral ekstrak methanol daun kelor dengan sonde



4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
Eksperimen ini dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya pada bulanDesember 2011 sampai dengan

Maret 2012.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian
451 Alat
1. Alat Pemeliharaan Binatang Coba
Kandang dari kotak plastik, tutup kandang dari anyaman kawat, botol
air, dan rak tempat menaruh kandang.
2. Alat Pembuat Makanan Binatang Coba
Baskom plastik, timbangan, sarung tangan, dan gelas ukur.
3. Alat Pengambilan Sampel
Seperangkat alat bedah, spuit 5 ml, seperangkat tabung reaksi, dan
kapas.
4. Alat pemeriksaan caspase-3 jaringan hepar adalah

SpectrophotometeratauMicrotiter plate reader 450 nm.

4.5.2Bahan Penelitian
1. Bahan Makanan Tikus
Pakan tikus dewasa per ekor per hari adalah 50 gram. Dalam
penelitian ini terdapat satu macam pakan tikus, yaitu diet normal untuk
kelima kelompok perlakuan.Adapun komposisi pakan normal akan

dijelaskan sebagai berikut:



a. Pakan normal yang terdiri dari comfeed PARS 53% (dengan
kandungan air 12%, protein 11%, lemak 4%, serat 7%, abu 8%,
Ca 1,1%, fosfor 0,9%, antibiotika, dan coccidiostat 53%), tepung

terigu 23,5%, dan air 23,5%.

2. Ekstrak Daun Kelor (Moringa oleifera)

Proses ekstraksi menggunakan 42 gram tepung daun kelor
(Moringa oleifera)kemudian rendam dengan methanol96% sampai
volume 900 ml, dikocok 30 menit lalu dibiarkan semalam. Ambil lapisan
atas campuran methanol dengan zat aktiflalu pindahkan ke dalam rotary
evaporator. Tunggu sampai aliran methanol berhenti menetes pada labu
penampung (1,5 sampai 2 jam untuk 1 labu).Hasil yang diperoleh kira-
kira sepertiga dari bahan alam kering.Simpan dalam

freezer(Laboratorium Farmakologi FKUB).

. Bahan Pemeriksaan ELISA

Supernatan ekstrak jaringan hepar, RAT CASPASE-3, CASP-3

ELISA Kit unit.

4.6 Definisi Operasional

1.

Ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera)

Perlakuan (intervensi) adalah pemberian suplementasi ekstrak methanol
daun kelor (Moringa oleifera)0, 20, 40, 80 mg/ml per hari dengan cara
dimasukkan per oral dengan sonde (Parvathy and Umamaheswari,

2007)satu kali sehari sekitar pukul 10.00.



2. Tikus model kanker hepar
Tikus wistar diberi10 mg/mi/hari7, 12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)
per oral (sonde) selama 44 hari.

3. Caspase-3 dalam jaringan hepar
Kadar caspase-3 pada sampel diukur dengan double-antibody enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Pertama, masukkan sampel pada
wells pre-coated dengan one RAT CASPASE-3, CASP-3antibody untuk
menangkap analit yang ada pada solusi, dan lakukan inkubasi dan
prosedur pencucian untuk membuang substansi yang tidak terikat.
Kemudian, tambahkan second HRP-conjugated RAT CASPASE-3, CASP-
3antibody untuk mengikat analit yang telah tertangkap, diikuti dengan
inkubasi dan prosedur pencucian untuk membuang substansi yang tidak
terikat antibodi HRP. Akhirnya, tambahkan substrat HRP, inkubasikan
untuk deteksi, kemudian akan timbul warna biru. Stop reaksi dan warna
akan berubah menjadi kuning ketika stopping solution ditambahkan.
Intensitas warna kuning secara proporsional berkaitan dengan konsentrasi

RAT CASPASE-3, CASP-3 pada sampel (NovaTeinBio, Inc., USA).

4.7 Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk memperoleh pengetahuan mengenai efek
ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera) terhadap kadarcaspase-3 pada
jaringanhepar tikus (Rattus norvegicus) wistar dengan diet DMBA. Alur penelitian

dapat dijelaskan melalui bagan berikut:



Tikus

l

Adaptasi (7 hari)

A
Diet DMBA 10 mg/hari (44 hari)

\ 4 v \ 4 v
Kontrol Kontrol Diet Diet Diet
Negatif Positif Normal+ Normal+ Normal +

(Diet 20 40 mg 80
(Diet normal + mgKelor( Kelor(60 mgKelor(
Normal DMBA) 60 Hari) Hari) 60 Hari)
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Tikus dieuthanasia dengan ketamin

v

Pemeriksaan kadar caspase-3 dengan metodeELISA

!

Analisa data

Gambar 4.1 Alur Penelitian

Keterangan:

Dilakukan adaptasi terhadap tikus selama 7 hari. Selanjutnya, selama 104 hari tikus kelompok
perlakuan negatif hanya diberi diet normal, sedangkan tikus kelompok kontrol positif, perlakuan 1,
perlakuan 2, dan perlakuan 3 diberi diet normal dan DMBA 10 mg/hari selama 44 hari pertama.
Pada hari ke-45 sampai hari ke-104 (60 hari), tikus kelompok kontrol positif diberi diet normal tanpa
pemberian ekstrak methanol daun kelor, sedangkan kelompok perlakuan 1, 2, dan 3 diberikan
ekstrak methanol daun kelor dengan sonde.Tikus kelompok perlakuan 1 diberi diet normal dan
ekstrak methanol daun kelor per oral dengan dosis 20 mg/ml per hari, kelompok perlakuan 2 diberi
diet normal dan ekstrak methanol daun kelor per oral dengan dosis 40 mg/ml per hari, kelompok
perlakuan 3 diberi diet normal dan ekstrak methanol daun kelor per oral dengan dosis 80 mg/ml per
hari. Pada hari ke-105 semua tikus dibius dengan ketamin, kemudian dibedah dan diambil jaringan
heparnya. Selanjutnya, dilakukan pemeriksaan kadar caspase-3 dengan ELISA. Setelah
didapatkan hasil, dilakukan analisis data.



4.7.1Adaptasi

Selama proses adaptasi, semua kelompok tikus diberi pakan standar
(normal) yang terdiri dari comfeed PARS, tepung terigu, dan air. Masing-masing
tikus mendapatkan 50 gram dari campuran bahan tersebut dan diberikan secara

ad libitum.

4.7.2 Induksi 7,12-dimethylbenz(a)anthracene(DMBA)

Tikus wistar diberi 10mg/hari7, 12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) per
oral (sonde). Pemberian DMBA dilakukan selama 44 hari. Pada hari ke-30 dan
ke-44, masing-masing 1 ekor tikus yang diberi DMBA tanpa ekstrak Moringa
oleifera dibunuh untuk melihat adanya perkembangan karsinogenesis pada

jaringan hepar(Indra, 2011).

4.7.3 Perlakuan
4.7.3.1 Pemeliharaan

Dalam masa ini, kelima kelompok tikus mendapat perlakuan yang
berbeda. Untuk kelompok | (kontrol negatif), tikus hanya diberi pakan normal
(standar) saja selama 104 hari. Kelompok perlakuan |l hingga V diberi diet DMBA
sebanyak 10 mg/hari selama 44 haridengan sonde. Setelah itu, pada hari ke-45
sampai hari ke-104 (60 hari), kelompok Il diberi diet normal tanpa pemberian
ekstrak methanol daun kelor, sedangkankelompok IlI-V diberikan diet normal dan
ekstrak methanol daun kelor dengan sonde.Kelompok Il diberi ekstrak methanol
daun kelor per oral dengan dosis 20 mg/ml per hari + diet normal. Kelompok 1V

diberi ekstrak methanol daun kelor per oral dengan dosis 40mg/miper hari + diet



normal. Kelompok V diberi ekstrak methanol daun kelor per oral dengan dosis

80mg/ml per hari + diet normal.

4.7.3.2 Pembedahan

Pemeriksaan kadarcaspase-3 pada jaringanhepar tikus wistar pada
eksperimen ini memerlukan jaringan hepar tikus. Penelitian ini merupakan
penelitian payung yang meneliti efek ekstrak methanol daun kelor (Moringa
oleifera) pada tikus (Rattus norvegicus)wistar yang diinduksi 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)dengan parameter yang berbeda-beda,
antara lain: TNF-a, TRAIL-R1, caspase-8, caspase-9, dan lain-lain. Karena itu,
setelah 60 hari pemberian per oral daun kelor,semua tikus dibunuh dengan cara
pembiusan ketamin. Kemudian abdomen dibuka, sebagian jaringan hepar
diambil untuk dilakukan pemeriksaankadarcaspase-3dengan RAT CASPASE-3,
CASP-3 ELISA Kit unit. Lalu, bangkai tikus yang sudah tidak dipakai dikuburkan

di tempat yang aman oleh petugas laboratorium.

4.7.3.3 Cara Pemeriksaan dengan ELISA Caspase-3
1. Induksi apoptosis dengan pemberian 3 dosis berbeda ekstrak daun
kelor.
2. Ambil 100 mg sampel lalu digerus.
3. TambahkanLysis Buffer BFF PMFS lalu pindahkan ke tube.
4. Campur melalui Vortex selama kurang lebih 5 detik lalu masukkan
dalam lemari es 3 °C selama 10 menit.

5. Sentrifugasi selama 10 menit dengan microcentrifuge 5000 rpm.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Pindahkan supernatan (ekstrak sitosol) dalam tube dan letakkan dalam
es.

Setelah dikeluarkan dari refrigerator 2-8 °C, letakkan kit selama 30
menit pada suhu ruang sebelum digunakan.

Buatlah standart dan sample dilution dalam 96-well plate yang bersih.
Encerkan 20X wash solutionke 1Xwash solution.

Siapkan standart wells, uji sample dan blank wells pada assay
plate/strip. Pindahkan diluted standart 50 ul ke standart wells, diluted
sample 50 pl (10 pl sample plus 40 yl sample diluents) ke sample
wells, sample diluents saja ke blank wells.

Inkubasi plate selama 30 menit dalam incubator 37 °C.

Pindahkan cairan dari wells sebanyak mungkin, isi wells dengan
washing solution, goyang atau kocok plate pada oscillating shaker jika
tersedia selama 1 menit, pindahkan washing solution dan bersihkan
sisa cairan dengan kertas absorbent. Ulang pembersihan sebanyak 4
kali.

Tambahkan HRP-conjugated antibody 50 pl ke setiap wells, kecuali
blank well. Mix dengan shaking dengan lembut dan ikubasi selama 30
menit dalam suhu 37 °C.

Bersihkan plate atau strip seperti cara 5.

Tambahkan chromogenic Substrate A dan B; Substrate A 50 ul dan
Substrate B 50 pl ke setiap well. Campur dengan lembut, inkubasi
selama 15 menit dalam suhu 37 °C.

Tambahkan Stop Solution 50 ul dengan segera ke setiap well di bagian

atas reaksi (warna biru berubah jadi kuning).



16. Ukur optical density (OD) pada 450 nm selama 15 menit.

17. Buatlah kurva standar (merencanakan OD 450 rata-rata untuk setiap
standar pada sumbuY terhadap konsentrasi pada sumbu-
X, menggambar kecocokan log-logkurva  melalui titik-titik)  dan
menghitung persamaan regresi linier, kemudian gunakan contoh nilai
OD dan regresi persamaan untuk menghitung konsentrasi sampel
yang sesuai. Ini harus diingat bahwa sampel telah diencerkan dan
konsentrasi sebenarnya harus dibenarkan oleh faktor pengenceran

(NovaTeinBio, Inc., USA).

4.8 Pengolahan dan Analisis Data

Langkah-langkah uji hipotesis komparatif dan korelatif adalah sebagai

berikut.

1.

Uji normalitas data: menunjukkan bahwa sebaran data penelitian ini normal
(p>0,05). Karena itu, untuk penyajian digunakan mean dan standar deviasi
sebagai pasangan ukuran pemusatan dan penyebaran.

Uji homogenitas varian: menunjukkan bahwa data yang diperoleh memiliki
varian yang homogen (p > 0,05), karena itu analisa dapat dilanjutkan dengan
uji ANOVA.

Uji One-way ANOVA: didapatkan nilai rata-rata kadar caspase-3 pada
jaringan hepar tikus dari kelima populasi memang berbeda (p < 0,05).
Dengan demikian terdapat minimal 2 kelompok yang berbeda signifikan.

Post Hoc test (ujiLSD): Uji Post Hoc yang digunakan adalah ujiLeast

Significant Difference(LSD) testdengan tingkat kemaknaan 95% (p <0,05).



BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Penelitian

Pada penelitian ini didapatkan masing-masing data untuk masing-masing
kelompok penelitian dari hasil pemeriksaan kadarcaspase-3 pada jaringan hepar
tikus dengan metode ELISA. Pada penelitian ini terdapat lima macam perlakuan,
yaitu kelompok pertama (kontrol negatif) adalah tikus yang diberi diet normal
selama 104 hari, kelompok kedua (kontrol positif) adalah tikus yang diberi diet
normal disertai induksi DMBA selama 44 hari, dan kelompok ketiga hingga
kelima (perlakuan 1-3) adalah tikus yang diberi diet normal disertai induksi DMBA
selama 44 hari dan ekstrak methanol selama 60 hari dengan dosis masing-
masing kelompok 20, 40, 80 mg/ml/hari per oral dengan sonde sekali sehari.

Pengukuran caspase-3 dengan menggunakan standart plate readeroptical
density (OD) pada 450 nm dilakukan terhadap semua kelompok dari jaringan
hepar tikus. Data hasil pengukuran kadar caspase-3 tiap perlakuan ditampilkan
pada tabel 5.1, sedangkan grafik rata-rata masing-masing perlakuan dapat dilihat
pada gambar 5.1. Rata-rata pada masing-masing kelompok perlakuan dihitung
dengan cara menjumlahkan semua kadar caspase-3 pada masing-masing
kelompok perlakuan kemudian dibagi dengan jumlah sampel pada masing-
masing kelompok perlakuan. Sampel dari tiap kelompok perlakuan diambil empat
karena jumlah pengulangan yang dibutuhkan untuk tiap-tiap kelompok perlakuan

dalam penelitian ini adalah empat.
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Tabel 5.1Data Hasil Pengukuran Kadar Caspase-3 Jaringan Hepar

Sampel Mean caspase-3 | Standar deviasi
(pg/mL)
Kontrol Negatif (K—) 6,7532 1,09155
Kontrol Positif (K+) 5,0475 0,61511
Perlakuan 1 (P 1) 5,1150 1,06174
Perlakuan 2 (P 2) 5,2625 0,60566
Perlakuan 3 (P 3) 6,7600 0,91626

5.0077
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mg/ml/hari);Perlakuan 2 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 40 mg/mi/hari);
Perlakuan 3 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 80 mg/mi/hari).
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5.2 Analisis Data

Berdasarkan data tabel 5.1, didapatkan rata-rata kadar caspase-3 pada
jaringan hepar tikus tiap perlakuan, yaitu kelompok kontrol negatif (diet normal
selama 104 hari) adalah 6,7532; kelompok kontrol positif (diet normal + induksi
DMBA selama 44 hari) adalah 5,0475; kelompok perlakuan 1 (diet normal +
induksi DMBA selama 44 hari + kelor 20 mg/ml/hari) adalah 5,115; kelompok
perlakuan 2 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 40 mg/ml/hari)
adalah 5,2625; dan kelompok perlakuan 3 (diet normal + induksi DMBA selama
44 hari + kelor 80 mg/ml/hari) adalah 6,76. Data yang diperoleh kemudian
dianalisis dengan menggunakan program komputer SPSS 16 untuk Windows 7.

Data hasil rata-rata kadar caspase-3 menunjukkan bahwa kadar caspase-
3 terendah terdapat pada kelompok kontrol positif (diet normal + induksi DMBA
selama 44 hari), yaitu 5,0475. Sedangkan kadar caspase-3 tertinggi terdapat
pada kelompok perlakuan 3 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor
80 mg/ml/hari), yaitu 6,76. Rata-rata kadar caspase-3 yang terdapat pada tabel
5.1 menunjukkan bahwa pada kelompok perlakuan 1, 2, dan 3 yang mendapat
diet normal, DMBA, dan ekstrak methanol daun kelor memiliki kadar caspase-3
yang lebih tinggi daripada kelompok kontrol positif (p=0,020).

Hasil penelitian kemudian diuji dengan uji normalitas (lampiran 2)
menggunakan Shapiro-Wilk.Distribusi data hasil penelitian ini adalah normal
karena nilai p > 0,05 pada semua kelompok. Kemudian dilakukan uji
homogenitas (lampiran 4) menggunakanLevene testdengan hasil tampak bahwa
data berasal dari populasi-populasi yang memiliki varian sama (p=0,858). Oleh
karena data hasil penelitian memiliki distribusi normal dan varian yang homogen,

dapat dilakukan pengujian One-way ANOVA.Uji ANOVA (Analysis of Variance)



(lampiran5) dilakukan untuk menguji apakah kelima kelompok memiliki rata-rata
(mean) yang sama. Berdasarkan hasil tes tersebut didapatkan bahwa rata-rata
kadar caspase-3 dari kelima populasi memang berbeda (p=0,020). Dengan
demikian terdapat minimal 2 kelompok yang berbeda signifikan.

Berdasarkan hasil Post hoc testLeast Significant Difference (LSD)
test(lampiran 6) didapatkan perbedaan kadar caspase-3 yang signifikan antara
kelompok kontrol negatif dengan kelompok kontrol positif (p=0,015), perlakuan 1
(diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 20 mg/mi/hari) (p=0,019),
dan perlakuan 2 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 40
mg/mli/hari) (p=0,031). Perbedaan kadar caspase-3 yang signifikan juga terdapat
antara kelompok kontrol positif dengan kelompok perlakuan 3 (diet normal +
induksi DMBA selama 44 hari + kelor 80 mg/ml/hari) (p=0,015), serta antara
kelompok perlakuan 3 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 80
mg/ml/hari) dengan kelompok perlakuan 1 (diet normal + induksi DMBA selama
44 hari + kelor 20 mg/mi/hari) (p=0,019) dan perlakuan 2 (diet normal + induksi
DMBA selama 44 hari + kelor 40 mg/ml/hari) (p=0,030).

Hasil analisis LSD test yang tidak signifikan (p>0,05) terdapat antara
kelompok kontrol negatif dengan kelompok perlakuan 3 (diet normal + induksi
DMBA selama 44 hari + kelor 80 mg/mli/hari) (p=0,992), analisis antara kelompok
kontrol positif dengan kelompok perlakuan 1 (diet normal + induksi DMBA selama
44 hari + kelor 20 mg/ml/hari) (p=0,915) dan perlakuan 2 (diet normal + induksi
DMBA selama 44 hari + kelor 40 mg/mi/hari) (p=0,736), serta analisis antara
kelompok perlakuan 1 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari + kelor 20
mg/ml/hari) dengan perlakuan 2 (diet normal + induksi DMBA selama 44 hari +

kelor 40 mg/mi/hari) (p=0,817).



Berdasarkan hasil-hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa DMBA dapat
menurunkan kadar caspase-3 dan ekstrak methanol daun kelor dapat
meningkatkan kadar caspase-3. Berdasarkan grafik, juga dapat dilihat
peningkatan caspase-3 pada perlakuan 1, 2, dan 3, maka dosis respon ekstrak
methanol daun kelor yang memiliki efek paling besar dalam meningkatkankadar

caspase-3 hingga mendekati normal adalah 80 mg/ml per hari.



BAB 6

PEMBAHASAN

Kanker hepar atau hepatocellular carcinoma (HCC) merupakan salah satu
dari lima ranking teratas kanker yang menyebabkan kematian. Kanker hepar
menyebabkan sekitar 700.000 kematian di dunia dengan incidence rate 10,8 dan
mortality rate 9,9 per 100.000 penduduk (Globocan, 2008). Insiden kanker hepar
(hepatoseluler karsinoma) di Asia Tenggara relatif tinggi pada laki-laki (18,35per
100.000  penduduk)daripada wanita (5,70 per 100.000) penduduk
(Poedjomartono dan Sudarmanto, 2008).Kanker hepar diduga terjadi karena
berkaitan dengan fungsi hepar untuk detoksifikasi sehingga bisa menyebabkan
chemical injury di hepar sehingga menginduksi DNA menjadi rusak.DNA yang
rusak ini dapat menginduksi terjadinya mutasi atau translokasi sel yang dapat
menyebabkan transformasi neoplastik (Kumar et al., 2003).DMBA merupakan
salah satu polutan yang merupakan produk degradasi dari polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH). PAH merupakan kelompok polutan organik yang
dikeluarkan dalam jumlah banyak ke dalam lingkungan. DMBA ini bersifat
karsinogenik, sitotoksik, mutagenik, dan menekan sistem imun (Smith et al.,
1999; Spitsbergen et al., 2000; Miyata et al., 2001; Wijnhoven et al., 2001; Lindhe
et al., 2002; Buters et al., 2003). DMBA biasanya dihasilkan dari pembakaran
atau pemasakan yang tidak sempurna dengan suhu tinggi.Terapi kanker hepar
yang ada saat ini bisa dibagi jadi empat kategori intervensi, yaitu intervensi

operasi (reseksi tumor dan transplantasi hepar), intervensi perkutaneus (injeksi
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ethanol, ablasi dengan panas radiofrekuensi), intervensi trans-arterial (embolisasi
atau kemoperfusi), dan intervensi obat-obatan termasuk terapi imun dan gen
(Blum, 2005).Salah satu obat yang berpotensi untuk pencegahan penyakit
kanker hepar adalah daun kelor(Moringa oleifera) (Fahey, 2005; Bharaliet al.,
2003).Daun Moringa telah dikenal sebagai antibiotik dan proteksi terhadap
kanker (Rebecca et al.,2006). Daun Moringa memiliki kandungan flavonoid, yaitu
kaempferol dan quercetin, yang merupakan antioksidan. Daun Moringa memiliki
peran penting dalam meningkatkan kadar caspase-3 jaringan hepar sebagai
upaya pencegahan kanker hepar karena kaempferol dan quercetin memiliki
aktivitas anti-radikal yang lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa flavonol
lainnya dan juga terbukti menginduksi apoptosis dengan meningkatkan aktivasi
caspase-3 melalui peningkatan ekspresi sitokrom ¢ (Bennett et al.,2003; Kang et
al., 2010).

Pada penelitian eksperimental ini terdapat lima perlakuan dan didapatkan
hubungan antara dosis ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera)dengan
rata-rata kadar caspase-3. Pada kelompok kontrol positif yang diinduksi DMBA
dan diberi diet normal didapatkan kadar caspase-3 yang lebih rendah dibanding
kontrol negatif yang diberi diet normal namun tidak diinduksi DMBA, yaitu
awalnya 6,7532 menjadi 5,0475. Penurunan kadar caspase-3 ini karena DMBA
yang diinduksikan bersifat karsinogenik sehingga menyebabkan penghambatan
apoptosis karena adanya mutasi gen. Pada penelitian ini DMBA memang belum
menyebabkan kanker hepar. Namun, DMBA ini terbukti sebagai salah satu zat
yang dapat memicu kanker atau bersifat karsinogenik karena telah terjadi
gangguan apoptosis pada tikus kelompok kontrol positif, dimana terdapat

penurunan kadar caspase-3 pada kelompok tersebut karena induksi DMBA.



Pada penelitian Oktaviana (2012) DMBA mampu meningkatkan jumlahNF-kB
dan menurunkan ekspresi TRAIL-R1 jaringan hepar pada penelitian
Saputra(2012). Pada jaringan hepar ini terjadi disregulasi pada jalur-jalur sinyal
yang normalnya mengontrol proliferasi sel dan apoptosis, sehingga gambaran ini
merupakan karakteristik tahap promosi pada hepatokarsinogenesis (Guicciardi
andGores, 2005). Selanjutnya, pada tikus yang diberi ekstrak kelor dengan dosis
20, 40, dan 80 mg/ml/hari, terdapatpeningkatan rata-rata kadar caspase-3, yaitu
masing-masing 5,115; 5,2625; dan 6,76. Peningkatan rata-rata kadar caspase-3
ini karena daun kelor mengandung antioksidan yang dapat menginduksi
apoptosis pada sel hepar tikus wistar. Dan dosis respon dalam penelitian
iniadalah 80 mg/ml/hari, sebab pada pemberian dosis 80 mg/ml/hari rata-
ratakadar caspase-3 jaringan hepar sudah dapat meningkat mendekati normal.
Moringa oleiferamengandung senyawa polifenolat,yakni quercetindan
kaempferol.Kedua zat tersebut merupakan flavonoid yang memiliki fungsi
sebagai antioksidan.Moringa oleifera memiliki konsentrasi quercetin antara 1,62-
0,066% dan kaempferol sekitar 0,673-0,054%(Coppin, 2008). Namun penelitian
ini masih menggunakan ekstrak kasar dari daun kelor, belum dilakukan uiji
ekstrak murni dari daun kelor yang berupaquercetin dan kaempferol.Quercetin
dan kaempferol dapat menurunkan protein anti apoptosis keluarga BCL-2 seperti
Bcl-2 serta meningkatkan anggota pro-apoptosisnya seperti Bax (Granado-
Serranoet al., 2006;Marfeet al., 2009).Quercetin juga dapat menghambat
aktivitas jalur Wnt/B-catenin (Park et al., 2005) dan juga menghambat aktivitas
ROS (Priyadarsini and Nagini S, 2012).Protein anti-apoptosis Bcl-2 menghambat
pengeluaran cyfocrome c¢ dari mitokondria sertamenghambat permeabilisasi

membran luar mitokondria dengan menghambat pro-apoptosis BCL-2 seperti



Bax(Liu et al., 2003). Melalui pemberian daun kelor, maka akan meningkatkan
protein pro-apoptosis sehingga menginduksi pelepasan cytocrome cdari
mitokondria sehingga mengaktivasi Apaf-1 sebagai pro-caspase-9 membentuk
apoptosome (Chinnaiyan, 1999; Hill et al., 2004). Aktivasi pro-caspase-9 akan
mengaktivasi caspase-9 yang nantinya akan mengaktivasi caspase-3. Quercetin
juga dapat meningkatkan proses apoptosis melalui induksi TNF-a (Son YO et al.,
2006). Saat TNF-a berikatan dengan reseptor apoptosis, maka protein
adaptornya, yaitu TRADD, juga berikatan dengan reseptor(Hsu et al., 1995;
Grimm et al., 1996;Wajant, 2002). Protein adaptor intraselular tersebut akan
berikatan dengan pro-caspase-8 dengan cara dimerisasi, kemudian terjadi
aktivasi autocatalytic pro-caspase-8. Kemudian caspase-8 yang telah aktif akan
mengaktivasi caspase-3 (Elmore, 2007). Aktivasi jalur intrinsik melalui caspase-9
dan jalur ekstrinsik melalui caspase-8 akan menginduksi aktivasi caspase-3
sebagai eksekutor apoptosis.

Dosis respon untuk meningkatkan caspase-3 mendekati normal pada
penelitian ini yang tinggi, yaitu 80 mg/ml untuk meningkatkan caspase-3 sangat
mungkin berhubungan dengan fungsi homeostasis sel. Pada penelitian Hilda
(2012) dengan judul “Pengaruh Pemberian Ekstrak Methanol Daun Kelor
(Moringa oleifera) Terhadap Aktivitas Caspase-8 Jaringan Hepar pada Tikus
Wistar yang Diinduksi 7,72 Dimethylbenz(a)Anthracene(DMBA)” didapatkan
pada dosis 20 mg/ml ekstrak methanoldaun kelor telah mampu meningkatkan
kadar caspase-8. Pada penelitian Heidi (2012), dengan judul“Pengaruh Ekstrak
Metanol Daun Kelor (Moringa oleifera) Terhadap Kadar Caspase-9 Jaringan
Hepar pada Tikus Wistar yang Diinduksi 7,12

Dimethylbenz(a)Anthracene(DMBA)”  dosis optimal daun kelor untuk



meningkatkan caspase-9 adalah 40 mg/ml. Pengaktifan caspase-3 sebagai
eksekutor memerlukan induksi terlebih dahulu dari faktor ekstrinsik atau faktor
intrinsik yang akan mengaktifkan caspase-8 atau caspase-9. Pada sel yang telah
diinisiasi menjadi sel kanker lewat induksi DMBA juga memiliki fungsi
homeostasis, dimana sel kanker tersebut akan mempertahankan kondisi konstan
di dalam lingkungan sel. Maka pada dosis respon yang mampu untuk
mengaktifkan caspase-8 atau caspase-9 pada sel kanker tersebut, belum bisa
menjadi dosis respon untuk mengaktifkan caspase-3 karena adanya homeostasis
dalam sel tersebut yang mempertahankan kondisi yang tidak mendukung
terjadinya apoptosis pada dosis di bawah 80 mg/ml.

Pada penelitian ini belum bisa ditentukan dosis efektif, yaitu dosis obat
terkecil yang diberikan dimana akan terjadi efek yang diharapkan, serta dosis
optimal, yaitu dosis yang menghasilkan efek yang diinginkan tanpa efek
samping,karena kurangnya variasi dosis yang digunakan serta belum melewati
semua tujuh tahap riset untuk sebuah obat atau kandungan kimia dengan

menggunakan sampel yang lebih banyak.



BAB 7

PENUTUP

7.1Kesimpulan

4

Pemberian ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera) dapat
meningkatkan jumlah kadar caspase-3 pada jaringan hepar tikus (Rattus
norvegicus) wistar yang diinduksi 7,12 dimethylbenz(a)anthracene
(DMBA).

Dosis respon dari ekstrak methanol daun kelor (Moringa oleifera) yang
mempunyai efek paling besar dalam meningkatkankadar caspase-3
hingga mendekati normalpada jaringan hepar tikus (Rattus norvegicus)
wistar yang diinduksi 7,72 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) adalah 80

mg/ml/hari.

7.2 Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui dosis efektif dan optimal dari
ekstrak daun kelor dengan tujuh tahapan riset yang lengkap dan sampel
yang lebih banyakagar keakuratan potensi daun kelor lebih baik.

Perlu penelitian yang menggunakan ekstrak murni daun kelor dengan
kandungan quercetin dan kaempferol.

Perlu penelitian lebih lanjut mengenai efek daun kelor dengan
menggunakan hewan yang lebih tinggi tingkatnya, seperti kera, agar

efeknya lebih dekat pada manusia.
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LAMPIRAN

Lampiran 1: Diagram Alur Pembuatan Diet Normal

Penimbangan Bahan
(PARS)PARS: 750mg

l

Pencampuran Bahan

Tepung : 21mg

l

Penambahan Air Secukupnya

450 ml

l

Aduk Rata

l

Bentuk Bulatan-bulatan dari
pakan @40mg

l

Pembagian Pakan

75



Lampiran 2: Tabel Test of Normality (Uji Normalitas Data)

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
hasil kontrol negatif .250 4 .951 4 722
kontrol positif .269 4 .901 4 438
perlakuan 1 .199 4 .986 4 .938
perlakuan 2 .301 4 .924 4 .560
perlakuan 3 311 4 .839 4 192

a. Lilliefors Significance Correction

Lampiran 3: Tabel Groups Statistic

Report

hasil

perlakuan Mean Std. Deviation
kontrol negatif 6.7532 1.09155
kontrol positif 5.0475 .61511
perlakuan 1 5.1150 1.06174
perlakuan 2 5.2625 .60566
perlakuan 3 6.7600 .91626
Total 5.7876 1.13151

Lampiran 4: Tabel Homogenity of Variances Test

Test of Homogeneity of Variances

hasil

Levene Statistic

df1

df2

Sig.

324

4 15

.858




Lampiran 5: Tabel Uji ANOVA

ANOVA
hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 12.616 4 3.154 4.040 .020)

Within Groups 11.711 15 .781

Total 24.326 19

Lampiran 6: Tabel LSD test

Multiple Comparisons
hasil
LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

() perlakuan (J) perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

kontrol negatif  kontrol positif 1.70575 .62478 .015 3741 3.0374
perlakuan 1 1.63825 .62478 .019 .3066 2.9699
perlakuan 2 1.49075 .62478 .031 1591 2.8224
perlakuan 3 -.00675 .62478 .992 -1.3384 1.3249

kontrol positif kontrol negatif -1.70575 .62478 .015 -3.0374 -.3741
perlakuan 1 -.06750 .62478 915 -1.3992 1.2642
perlakuan 2 -.21500 .62478 .736 -1.5467 1.1167
perlakuan 3 -1.71250 .62478 .015 -3.0442 -.3808

perlakuan 1 kontrol negatif -1.63825 .62478 .019 -2.9699 -.3066
kontrol positif .06750 .62478 915 -1.2642 1.3992
perlakuan 2 -.14750 .62478 .817 -1.4792 1.1842
perlakuan 3 -1.64500" .62478 .019 -2.9767 -.3133

perlakuan 2 kontrol negatif -1.49075 .62478 .031 -2.8224 -.1591
kontrol positif .21500 .62478 736 -1.1167 1.5467
perlakuan 1 14750 .62478 .817 -1.1842 1.4792
perlakuan 3 -1.49750° .62478 .030 -2.8292 -.1658




perlakuan 3

kontrol negatif
kontrol positif
perlakuan 1

perlakuan 2

.00675
1.71250°

1.64500

1.49750"

.62478
.62478
.62478

.62478

.992
.015
.019
.030

-1.3249
.3808
3133

.1658

1.3384
3.0442

2.9767

2.8292

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Lampiran 7: Tabel Homogenous Subset

Subset for alpha = 0.05

perlakuan N a b
kontrol negatif 4 6.7525

kontrol positif 4 5.0475
perlakuan 1 4 5.115
perlakuan 2 4 5.2625
Perlakuan 3 4 6.76
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