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ABSTRAK

Kanker’ payudara sering ‘terjadi- pada’ wanita, “meskipun‘pria
juga-dapat menderita kanker -payudara; tetapi kasusnya ‘terbilang
sangat: jarang: - Kemoterapi merupakan salah satu ;pengobatan yang
sering.. digunakan dalam proses penyembuhan. kanker, namun
kemoterapi memiliki“efek samping bagi penderitanya. Oleh karena
itu, 'diperlukan adanya'studi mengenai: tanaman herba 'yang mampu
digunakan. Sebagai  alternative ~untuk :pengobatan ~kanker;: salah
satunya adalah.tanaman kenikir, Tanaman kenikir. memiliki_senyawa
flavonid yang dapat-membantu proses penghambatan perkembangan
sel 'kanker. ‘Penelitian. ini bertujuan-untuk mengetahui * pengaruh
ekstrak kenikir (Cosmos caudatus) terhadap profil sel: T CD4*, CD8'
dan.ekspresit1FN-y ;pada-mencit-model: kanker payudara. Penelitian
inidilaksanakan pada bulan Oktober 2018 —"Juni 2019. Metode yang
digunakan’dalam penelitian ini ‘yaitu persiapan-hewan coba, induksi
senyawa' DMBA/pada.’'mencit . selama’ 6. minggu ' 'secara ' subkutan,
pemberian: ekstrak kenikir dengan-3,dosis-berbeda selama 14 'hari,
isolas-. organ . spleen, pewarnaan antibodi ; sel, lalu.. dianalisis
menggunakan flowcytometer. ~Andlisis data” dilakukan " dengan
menggunakan SPSS, ‘uji ANOVA satu arah,’ uji- Duncan. 'Pemberian
ekstrak kenikir -mampu ‘menurunkan:-ekspresi._sitokin: proinflamasi
IEN-y.: Berdasaran hasil yang didapatkan, dosis 2 lebih efektif.dalam
penurunan jumlah s T CD4'IFN-y pada kanker  payudara
sedangkan’ pada D1 ‘lebih efektif dalam penurunan jumliah’ se' T
CD8"IFN-y pada kanker payudara meskipun keduanya tidak berbeda
nyata,

KataKunci - Kanker Payudara, Kenikir, CD4",CD8", IFN-y



Influence of Extract L eaf Kenikir (Cosmos caudatus) to Amount
Cell T CD4'IFN-y* dan CD8'IFN-y* in Mice (Mus musculus) of
Breast Cancer Model
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Department of. Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences
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ABSTRACT

Breast ' cancer ‘often occurs in-women, while_men'can aso
suffer from cancer, but the cases are fairly. rare: Chemotherapy is one
treatment that is often used in the process of healing cancer, .but
chemotherapy has side effects for sufferers. Therefore, it is necessary
to-have a studio about-herbal’ plants that can be used as an alternative
for cancer treatment; one of \them is kenikir plants. Kenikir plants
have a flavonid.composition that can help.the process.of inhibiting
the development of cancer cells. This study  discusses extracts of
kenikir (Cosmos caudatus) on CD4", CD8" T cdl profile and TFN-y
ekspresi“expression in-mice:of breast cancer models. This research
was conducted-in October 2018 - June 2019.- Prepare mice, induction
of .DMBA composition .in ‘mice for 6 weeks a subcutaneous,
administration of kenikir ‘extract with 3 doses added for 14 days,
spleen organs;'staining of cell- antibodies. “Then ‘analyzed-“using' a
flowecytometer ~Analysis data was performed using SPSS; one-way.
ANOVYA  and Duncan test. Provision: of . kenikir extract :can_ reduce
IFN-y proinflammatory cytokine levels. Based on the results
obtained, 'dose’ 2 is' more “effective 'in-decreasing the ‘number -of
CD4'IFN-y- T cells iin breast ‘cancer ‘on ‘D1 'is/ mare effective -in
decreasing the number- of CD8*IFN-y. T. cells. in-breast cancer that is
not.significantly different.

Keywords: Breast Cancer, Cosmos caudatus, CD4*,CD8", IFN-y



KATA PENGANTAR

Alhamdulillaaht Robbil * Aalamiin; dengan ungkapan rasa syukur pada
Allah . Yang -~ Maha - Kuasa, -akhirnya- -penulis . dapat . -menyelesaikan
penyusunan - skripsi, yang merupakan syarat untuk, memperoleh gelar
Sarjana Sains dalam bidang Biologi di Fakultas Matematika dan Hmu
Pengetahuan Alam Universitas BrawijayaMalang.

Pada kesempatan ini, penulis ingin:menyampai kan ucapan tefima kasih
kepada :

1.

Bapak Drs. Aris Soewondo, M.S" selaku Dosen Pembimbing yang
telah 'mendampingi. dan-memberi-pengarahan-serta ‘tambahan ‘ilmu
dan:saran-saran yang bergunabagi:penulis:

i 1bu.-Dr.. Sri: Rahayu, M.Kes selaku-Dosen Penguji. |- yang telah

memberi pengarahan “serta tambahan ilmu dan saran-saran yang
berguna bagi' penulis.

‘Bapak ‘Dr. ‘Drs.VAgung’Pramana Warih 'Marhendra, M.Si“selaku

Dosen Penguiji-11: yang telah memberi saran yang bermanfaat demi
perbaikan penyusunan skripsi.

. Orang tua atas segala doa, dukungan, dan motivasi yang tidak

terkira

.'Rekan-rekan-Biologi-Angkatan 2015 “Limfosit”rdan seluruh-civitas

akademik. Jurusan ;Biologi Fakultas MIPA Universitas Brawijaya.
Teman-teman diluar jurusan yang selalu memberi support selama
pengerjaan ‘naskah 'skrips ini ‘(Ambar, Dina,~Asma, Winda, Fani,
Levita,‘Luthfi, Widya, Jak Ngalam, Forsimaja dan teman-teman-lain
yang tidak bisadisebutkan satu per, satu)

Penulisan skrips ‘ini” ‘merupakan upaya optima penulis” sebagal
sarana terbaik ' dalam-pengembangan ilmu pengetahuan. Saran-dan
kritik: yang membangun 'sangat' diharapkan untuk: menjadikan karya
ini.semakin bermanfaat.

Malang, 28 November 2019

Penulis



DAFTARIS

ABSTIRAK LAWY, INTYIILY MARY i
WBSTIRAT Drawijaya..... ReRosSiany. LUnivi i
KATA PENGANTAR i i i hvnin iii
DN o N = S RS iv
DAFTAR TABEL .t Vi
DAFTAR GAMBAR! i e v b ) Vil
DAFTAR SINGKATAN ...l i Viii
BAB | PENDAHUL UAN
LlvlaarBelakang. ...........ol 1
1.2 ‘Rumusan Masalah........c s Gl LU 2
1.3 Tujuan Penditian ....... e o b dvadi 2
1.4 Manfaat Penelitian ....coueesicnnenessresesoieneanens 2
BAB I TINJAUANPUSTAKA
1.1 Kanker Payudara .....c.cineiiinin s 3
2.2 DMBA .ot it e s ieb e e b e s 3
2.3 Tumbuhan Kenikir .........cccocriiiienrinenen 8
2.3.1 Klasifikas “Tumbuhan Kenikir ........... 8
2:3.2 Morfologi' Tumbuhan Kenikir /... .00 9
2.3.3Havonoid, «i...... v smas i e nb vai o 10
2.4 APOPLOSIS ..ovvieeneeeesreneseeneen s p e 14
2.5 'ResponImun Terhadap Kanker .................... 16
2:6.Sel TCDA Lol 17
27 58 RERF/iiava..... Ranagitans.Llniv: 18
2.8 Interferon GamMMA ... o5 e s paereivt seesmesme e densionas 20
BAB'III'METODE
3.1 Waktu dan Tempat ..ol b il 22
3.2 Persapan Hewan Cobay ..., v e ik verssn sk vasin e 22
3.3 Desain EKSPENMEN. ...courveeeecrecveeee e eer e 22
341Induks DMBA' ...l 23



3.5 Pembuatan dan'Pemberian Ekstrak Kenikir ...
3.6:Didokas ‘dan-PembedahanMencit “...............
3.7 Isolasi Organ Spleen ol Ls il il
3.8 Pewarnaan Antibodi Sel icaiiiima b i
3.9 ANASIS DAA ....ccvvicciiinennee e ivbeeesneessiedesasiees

BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Histologi Kanker-Payudara..c..c....ci. b i
4.2 Hasil-Profil CDA TFEN-Y: v veereciever s b deraiie e
4.3 Hasil Profil CD8"TFN-Y. ....c.oooveecie e,

BABV KESIMPULAN DAN-SARAN
5.1 KESIMPUIBN .ot vivene et simionsininssh rin i denbe bviein s
.2 SAMAN, ..t srmm e e s

DAFTARPUSTAKA (. i i sl
LAMPIRAN, /i it e i3 E b L L 0



OSItory Universitias prawljaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya

ository Universitas Brawija)@\F

ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universita$SmRoifEiaY
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya

ository Universitas Brawijaya
~eitearvy | Inivaercitace Rrawiiova

repository universiias brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
nggggi%gry Universitas Brawy:aya
eposiftory Universitas Brawijaya
Repository UnivergitaenBrawijaya
Repository Universjtas Brawijaya

MEPUSHR Universttis Brawijaya

Repaository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
PRanncitarv | Inivarcitac Rreawiiovs



OSItory universitias brawljaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya

repository universiias brawljaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya

ository Universitas Brawij

ository Universitas Brawijaya
ository Uninersitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository UnivesitaS i, %
Ository Univeg siia Tahapan Karsinogenesis s L L LG s Brawiaya
ository UnivdsiiaTanamanKenikir . Ropoadonslnvess Qs Brawiaya
ository Univ%sitagﬁﬁyﬂmgﬁﬂ ository Universiths Brawijaya
ository Universitaeasheatepoatonository Uriivéisiias Brawijaya
ositony Univegsiia Histologi Jaringan Payudarat.... (/. e la2lo s raw aya

R% WA ry Universitas Brawijaya
epository Universitas Brawijaya
Heposiony UniveHaaman o ayva
Repository Universitas Brawijaya

ository Univ%sitaﬁﬁféﬂgﬁm”ﬁ%m -Universias Brawijaya

ository Universitas Br wijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
~eitewrv | Inivarcitace Rrawiiova

i ﬁeposno'

Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Hepository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
PRPanncitarv | Inivarcitac Rrawiiovs



OSItory universitias brawljaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Bravxﬂg%a
ository Universitas Brawuaya
ository Universitas Brawijaya
ository Unnversdas BraW|

ository Umv suta éﬁ

repository universitas brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
é\q\mﬂw Universitas Brawijaya

epository Universitas Brawijaya
Repository Univeksabee Brawijaya
Rq%asnory Unnvers:tas Brawuaya

ository Umvwsuta«saangwjams ciae@msntory Uruversatas Brawijaya
ositony UnivésilzBMBA v my s nond o ivansdBi s Brawiaya
ository Universita¥ ERIWGATE "Repository Universias Brawijaya

ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya
ository Universitas Brawijaya

ository Universitas Brawijaya
~eitewrv | Inivarcitace Rrawiiova

Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya
Wepository Universitas Brawijaya
Repository Universitas Brawijaya

Repository Universitas Brawijaya
PRPanncitarv | Inivarcitac Rrawiiovs



DAFTAR SINGKATAN

Simbol/Singkatan Keterangan

AHR Arylhydrocarbon

APC Antigen Presenting Cell

BB Berat Badan

Bcl=2 B-cell:-lymphoma:2

Bel-XL B-cel lymphoma-extralarge

BCR B-cell Receptor

CAMP Cyclic Adenosine
Monophosphate

Cb Cluster: of, Differentiation

CDC Complement Dependent
Cytotoxicity

CDKs Cyclin Dependent Kinase

CKls Cyclin.Dependent Kinase
Inhibitors

CTLA Cytotoxic T-lymphocyte
Associated Protein

CTLs Cytotoxic Lymphocytes

CYP1AL Cytochrome P450 Family 4
Subfamily A Member 1

CYP1B1 Cytochrome P450 Family 1
Subfamily'B'Member:1

D1 Dosis1

D2 Dosis2

D3 Dosis 3

DMBA 7,12-dimetilbenz () antrasen

DNA Deoxyribonuclec acid

DR Death Receptor

ER Esterogen Receptor

FADD Fas-Associative Death
Domain

Fasl FaslLigand
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar.-Belakang

Kanker -merupakan hasil, dari proses perkembangan yang
berbentuk penyimpangan proses kehidupan sel-atau dapat dikatakan
telah-mengalami ‘transformasi ‘sel - (Subowo, 2013). ‘Kanker -adalah
salah: satu: jenis; penyakit tidak-menular, yang -angka kejadiannya
memiliki. kecenderungan, meningkat  pada. setiap. tahunnya. Data
WHO pada_tahun 2010 menyebutkan bahwa kanker menempati
urutan nomor’ dua'sebagai penyebab’ kematian-terbanyak, ‘berada di
bawah penyakit kardiovaskul er: Kanker payudara: menempati-urutan
pertama. - sebagai , jenis  kanker yang- paling jumum. diderita roleh
perempuan di. dunia. Kanker payudara memiliki kontribusi sebesar
25% " dari” total ' kasus“ baru * kanker “'secara  keseluruhan’ yang
terdiagnosis padatahun 2012 (Priyatin-dkk:, 2013). Kanker payudara
sering terjadi pada wanita, meskipun pria- juga dapat ‘menderita
kanker .payudara, tetapi kasusnya terbilang.sangat jarang: Frekuens
kanker payudara relatif tinggi. Kanker ini lebih sering terjadi pada
wanita berusia 40 tahun ke atas, lebihy banyak -menyerang payudara
yang- sebelah’ Kkiri dan, lebih -sering ‘menyerang ; pada -bagian -atas
payudara (dekat |engan) (Wijayakusuma; 2008).

Metode terapi kanker yang saat ini umum digunakan adalah
dengan “radiasi;" ‘kemoterapi, dan’-operasi. Berdasarkan “metode-
metode ‘yang® digunakan tersebut,  belurm 'ada_metode “terapi yang
memberikan-efikasi dan, keamanan- yang  memuaskan. Salah ' satu
contoh. adalah adanya efek samping penggunaan. kemoterapi yang
memberikan rasa nyaman pada penderita, seperti kerontokan rambut,
mual, muntah, dan rasanyeri yang amat sangat (Adnyanadkk., 2011)

Beberapa obat antikanker yang dikembangkan saat ini antaralain
obat .yang .dapat, merangsang diferensiasi- sel sehingga .akan terjadi
perubahan sifat dari- sel kanker. yang ganas menjadi sel jinak, .obat
yang dapat meningkatkan efektivitas radiasi, dan obat yang mampu
merubah’responimun 'sel: kanker: dengan 'sel’ sehat.’ Penggunaannya
sebagai obat-antikanker; -obat-cbatan, kimia seperti: kemoterapi tidak
hanya membunuh sel tumor namun jugamerusak sel darah, sehingga
dapat menyebabkan' penurunan fungsi’ imun atau bahkan kematian

1



yang. disebabkan dari komplikasi akibat efek samping: obat. yang
serius, Permasalahan yang kerap dialami dalam ‘penggunaan .obat
kimia ‘antara lain-terjadinya berbagai- -efek 'samping 'serta -dapat
menyebabkan ‘munculnya resistens, tolerans, dan’ selektivitas obat
itu sendiri (Li: dkk.;2008).

Salah satu cara dternatif dalam pengobatan ; kanker adalah
dengan menggunakan tanaman, yaitu tanaman kenikir.” Tanaman
kenikir/(Cosmos caudatus)' merupakan salahsatu  tanaman-yang
memiliki-aktivitas antikanker. Tanaman: ini-memiliki rasa manis dan
bersifat, dingin.. Beberapa bahan kimia yang. terkandung dalam
kenikir antara lain senyawa saponin, flavonoid, polifenol dan minyak
atsiri.' Tanaman- ini ' biasanyadigunakan- untuk ;' penambah -nafsu
makan,’ penguat jantung;. dan dapat juga sebagai’ pengusir serangga
(Hariana, 2008).-Senyawa flavonoid diketahui: mampu menginduksi
terjadinya apoptosis. Apoptosis adalah kematian sel terprogram dan
berperan- penting dalam” proses perkembangan kanker' (Rendkk:,
2003)." ‘Berdasarkan ~hal'| ‘tersebut, ~ maka - tanaman ' Kenikir' ' ini
diharapkan:: dapat ' memacu ; terjadinya. proses-apoptos s sel- pada
kanker payudara.

1.2 Rumusan‘Masalah

Rumusan ‘masalah ' yang  terdapat- pada  penelitian | ini: radalah
bagaimana.pengaruh.- ekstrak kenikir: (Cosmos- caudatus), .terhadap
jumliah sel T.CD4'IEN-y" dan' CD8'IFN-y" pada mencit betina model
kanker payudara?

1.3 Tujuan Pendlitian

Tujuan_ diadakannya - penelitian-ini_yaitu untuk mengetahui
pengaruh ekstrak kenikir (Cosmos caudatus) terhadap jumlah sel' T
CD4'IFN-y* 'dan CD8'IFN-y" 'pada"mencit ' betina-model 'kanker
payudara

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitianini diharapkan mampu memberikan ' pengetahuan
bahwa obat herbal dapat juga digunakan untuk proses_penyembuhan
kanker. serta:memberikan informasi tanaman:yang jarang digunakan
ternyata_ memiliki -manfaat_untuk menyembuhkan penyakit kronis
seperti kanker



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Payudara

Tumor. digolongkan . menjadi-, dua: jenis: berdasarkan. -tingkat
keganasan. Tumor -yang tidak, menyebar ke. jaringan didekatnya,
tidak " bermetastasis ‘menjadi ' lebih - besar ‘dan  dapat “dihilangkan
dengan pembedahan minor dinamakan tumor jinak. Sementara tumor
yang:- dinyatakan ganas -(disebut: kanker), merupakan-tumor yang
memiliki. kemampuan menyebar ke jaringan lain, bermetastasis dan
dapat menyebabkan kematian pada penderita (Aryani, 2003). Kanker
merupakan “hasil’" 'dari < proses- perkembangan ' yang~' berbentuk
penyimpangan; proses ' kehidupan: sel- atau dapat ' dikatakan telah
mengalami. transformasi- sel. 'Sel - yang: /mengalami. -penyimpangan
tersebut tidak menghadapi hambatan dalam’ proses pembel ahannya,
bahkan‘proses “‘pembelahannya ‘melampaui - kewajarannya. Dengan
demikian, - kanker.' disebabkan “—oleh- tidak ‘terkendainya: siklus
pembelahan 'sel.; Sel-sel -yang -mengalami, transformasi -ganas luput
dari_pengendalian pertumbuhan normal: yang selanjutnya: menyusup
ke jaringan sekitarnya yang masih normal dan akhirnya dapat
bermigrasi® ke ‘tempat-tempat " lain- di - ‘tubuh- untuk ' berkembang
menjadi-jaringan tumor sekunder:  Trransformasi | tersebut: merupakan
proses ;bertahap . yang . melibatkan- kombinasi | kerusakan::gen yang
termasuk kedalam kelompok.gen yang berfungsi mengendalikan
siklus ‘pembelahan, ‘akhir-siklus dan-apoptosis.-K erusakan gen yang
berbentuk-mutasi''tersebut bekerja bersama’ sehingga: menyebabkan
terjadinyatransformasi sel (Subowo, 2013). Kanker yang berasal dari
jaringan epitel tergolong karsinoma, sementara kanker yang berasal
dari ‘jaringan” mesenkim “disebut” ‘'sarkoma (Alison, 2003)." Kanker
dapat- dipicu-oleh berbagai hal “antara lain'oleh bahan kimia seperti
senyawa, 7,12-dimetilbenz (a)-antrasen (DMBA) yaitu zat: kimia
yang.termasuk.dalam.Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (PAH) yang
dikena bersifat mutagenik, teratogenik, karsinogenik, sitotoksik, dan
immunosupresif (Lee dkk., 2002).

2.2 DMBA (7,12 dimethyl benzen(a)-anthracene)
Karsinogen adalah bahan yang dapat memicu terjadinya kanker.
Karsinogen dapat” mempengaruhi - DNA ™~ atau ™ suatu” protein yang
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berperan. . pada. pengaturan . sklus. . pembelahan | sd,..  seperti
pr.otooncogene atau tumor suppresosgene. Terjadinya penyakit ganas
yang disebabkan oleh mutasi DNA dikelompokkan dalam 2 fase,
yaitu initiation phase dan promotion phase. Hal ini dapat dijelaskan
apabila bahan yang bersifat kersinogenik masuk kedalam tubuh,
maka didalam tubuh bahan ini langsung mengalami proses
detoksifikas untuk kemudian di ekskresi. Selain itu, bahan
karsinogenik tersebut terlebih dahulu di metabolisme di dalam tubuh.
Kemudian hasil metabolismenya didetoksifikasi dan berikutnya
dieksresi. Apabila proses ini tidak dapat dilakukan oleh tubuh, maka
hasil metabolit dari bahan karsinogenik ini akan berikatan dengan
rantai DNA, sehingga DNA menjadi cacat (defect). Sebagai akibat
dari adanya kecacatan DNA, tubuh berusaha untuk melakukan
perbaikan DNA yang dikenal dengan DNA repair. Bila perbaikan
DNA ini tidak berhasil, sel yang memiliki DNA abnormal tersebut
akan di eksekusi dan dimusnahkan. Apabila proses eksekusi ini tidak
mampu dilakukan oleh tubuh, maka sel tersebut memiliki DNA cacat
yang bersifat permanen. Kondis ini dikenal dengan initiation phase.
Selanjutnya sel yang memiliki DNA cacat tersebut akan mengal ami
proliferasi dan diferensiasi, serta berkembang menjadi malignant
(ganas), kondisi ini dikenal dengan promotion phase (Sudiana,
2008). Zat' ~karsinogenik; :yang < digunakan/ untuk < induksi
karsinogenesis kelenjar . susu, pada hewan. adalah 7,12-dimethylbenz-
[a] anthracene (DMBA). DMBA adalah kelas senyawa hidrokarbon
polyaromatik ‘(PAH) yang merupakan karsinogen. ' Senyawa DMBA
adalah'/pro-karsinogen’ yang ‘akan menjadi “metabolit 'aktif: 'setelah
dimetabolisme ; oleh » sitokrom - P-450 -dan, -mengikat | DNA  secara
kovalen sehigga dapat memicu pembentukan tumor ganas (maligna)
(Lenair dkk., 2005). Dosistunggal yang besar dan-dosis ganda dapat
meni mbulkan--kanker~kulit,” payudara, limfoma, 'hati, 'kolon; dan
leukemia tanpa-memperhatikan rute’ administrasinya 1(Qing,-dkk:,
1997).



(Sigma, 2007)
Gambar 1. Struktur DMBA

DMBA dipilih..sebagai bahan. karsinogen karena.reseptor:-dari
senyawa ini_adalah arylhydrocarbon (AhR) yang sebagian besar
terkandung dalam kelenjar reproduksi, khususnya kelenjar susu. AhR
adalah faktor transkripsi yang diaktifkan oleh senyawa'respons ligan
dari-alam.-AhR banyak, diekspresikan dalam saluran reproduksi pada
berbagai spesies dan beberapa indikas. menunjukkan bahwa AhR
memainkan peran penting dalam fisiologi reproduks (Pocar dkk.,
2005)

Microsomal-Epoxide Hydrolase (mEH) ada ah suatu-enzim yang
mengkatalisis hidrolisis dari epoksida alifatik, dan reaksi-reaksi ini
umumnya dianggap sebagai jalur detoksikasi. Hidrolisis turunan
epoksida dari DMBA'" dan benzo [a]-piren, diperlukan-untuk ‘jalur
metabolisme “utama -untuk mengaktifkan: karsinogen “ke - turunan
elektrofilik utama., Pada saat aktivasi-metabolik DMBA, mEH adalah
satu-satunya.-enzim. 'yang mengubah DM BA-3,4-epoksida_menjadi
DMBA-3,4-dihydrodiol (DMBAS,4-diol), dan kemudian CYP1A1
atau -~ 'CYP1B1-'mengoksidasi.- "“DMBA3,4-diol" ' menjadi-' “bentuk
karsinogenik - akhir, -, DMBA-3,4-diol-1,2-epoxide , (Miyata; dkk:,
2001).

Interaksi_antara DNA dengan senyawa hidrokarbon Karsinogenik
yang~ dikatalisis 'oleh’ 'sistem’ enzim,~ yaitu’ enzim' ‘mikrosom -dan
enzim-hidroksilasi\ dalam:hati ‘yangakan: mengubah senyawa benzo
[a]. piren -menjadi  perantara raktif -yang. dapat -mengikat. .kovalen
dengan. DNA (Wibowo dkk.,. 2010)...Induksi. ekspresi. CYP1A1
dimedias “melalui ‘reseptor spesifik~ sitosol, ~yaitu reseptor —aril
hidrokarbon (AHR).-Reseptor ini ‘adaah’ bagian' dari ' protein yang
dapat: mengikat sitosol dari kontaminan lingkungan seperti-senyawa
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hidrokarbon aromatik polisiklik (PAH) dan senyawa turunan.hal ogen
(Gambar 2) (Androutsopoul os dkk., 2009).
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Gambar  2... Aktivasi  metabolik — DMBA . menjadi .. metabolit
karsinogenik dari 7,12-DMBA-3, 4-diol dan menjadi
7,12-DMBA-3, “4-diol-1, 2 -epoksida' oleh' enzim
CYP1A1: dan\ epoksida: hidrolase(Androutsopoulos
dkk:, 2009).

Bahan ‘karsinogen  kimia pada umumnya 'memerlukan-paparan
berulang kali 'sebel um iamengakibatkan transformasi| sel, dan kanker:
Periode diantara kontak pertama dengan karsinogen dan, timbulnya
kanker disebut periode laten, yang lamanya bergantung pada dosis
karsinogen'(dose" dependent). Periode' antara’’ kontak - dengan
karsinogen:dan: timbulnya kanker dibagi dalam beberapa fase: Fase
pertama-dimulai-. pada.saat -kontak pertama.dengan karsinogen: dan
disebut fase inisiasi, biasanya berlangsung .cepat dan .karsinogen
menyebabkan “lesi~DNA’ ‘permanen. Fase ' ke-2 'yang disebut fase
promosi - terjadi - proses’/dimana sel-sel yang_'mengalami- inisiasi
berubah.. /menjadi - sel-sel -, preneoplastik: - Fase , promosi - yang
berlangsung lama (periode laten) terjadi berbagai perubahan pada sel
atau jaringan ‘misalnya perubahan sintesis fosfolipid, perubahan
sintesis "“DNA~ dan’'RNA, “penglepasan- ‘prostaglandin, ' ‘perubahan
morfologi dan: lain-lain. | Fase: ke-3- adalah; fase /progresi: dimana
terjadi, evolusi., sel--pre-neoplastik menjadi . sel.. neoplastik. - Berikut
adalah tahap-tahap. karsinogenesis (Gambar. 3) (Kurniasari dkk.,
2017).
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Gambar 3. Tahapan Karsinogenesis

Tahap inisias menggambarkan perubahan genetik sel somatik
normal ‘tunggal melaui- mutasi- dan- masuk “kedalam -mekanisme
perkembangan’ “sel'| yang abnormal - dan/berpotens - neoplastik.
Tahapan ini-terjadi dalam waktu-singkat: Mutasi. .gen: merupakan
penyebab sal-terinisias selain-itu, kerusakan yang lebih besar pada
kromosom seperti delesi, duplikasi, translokasi, atau aneuploidi juga
menyebabkan ' < sel ~ terinisias. -~ Kerusakan ' ' DNA ' ' ~“tersebut
mengakibatkan - perubahan di- -dalam 'genom’ rsel'-yang : bersifat
permanen. dan berakhir. pada mutagenesis.. Sel yang, telah. mengalami
kerusakan DNA tersebut akan tumbuh lebih cepat dibandingkan
dengan sel’ normal. Mutasi gen tersebut akan mengaktivasi‘maupun
menghambat “proto-onkogen yang mengubah fungsi < proto-onkogen
dan-tumor suppressor.  gene ‘antara, dain, .adalah, : karsinogen yang
mengubah struktur DNA. Tahap ini_berlangsung beberapa hari-dan
dipicu oleh spesies kimiareaktif, radika bebas dan virus (Kurniasari
dkk.,2017).

Tahap: promosi adalah perkembangan rawall isel yang terinisiasi
membentuk ~klon., melalui  pembelahan ..dan ; berinteraksi.. melalui
komunikasi sdl ke sel dan stimulasi mitogenik, faktor diferensiasi sel
dan proses mutas’ maupun non mutas - epigenetik’ yang ‘semuanya
mungkin: ‘berperan’'dalam tahap- awal: ' pertumbuhan: preneopl astik.
Pada-tahap ini,-sel mengalami> perubahan-tambahan . dalam-genom
yang berpotensi mengaksel erasi. keti dakstabilan genom sel. Tahap ini
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membutuhkan waktu beberapa tahun, bahkan bisa |ebih dari sepuluh
tahun, dengan melalui mekanisme epigenetik dimana akan terjadi
ekspansi- 'sel-sel~ rusak ' ‘membentuk  premalignansi -dari’ “populas
multiseluler: tumor yang melakukan-proliferas. Senyawa-senyawa
yang. merangsang pembelahan sel disebut promotor jatau . epigenetik
karsinogen (Kurniasari dkk., 2017).

Tahap progresiadalah ‘tahap karsinogenesis yang paling dekat
dengan’data klinis.“Tahap ini”menggambarkan_perubahan ‘genomik
yang:  cepat; ‘dimana - populasi klonal- sel~yang: /berevolusi< akan
mengarah pada perkembangan. keganasan jika tidak; dihambat oleh
lingkungan  mikro_ dalam sel. Progres Kkeganasan sebagai = fae
karsinogenik dengan' perbanyakan sel" yang mengalami' transformasi
yang relatif-tertunda;sampai: mengal ami: peningkatan keganasan dan
mampu. untuk -berpindah ke.jaringan: normal. disekitarnya dan-yang
lebih jauh adalah metastasis (Kurniasari dkk., 2017).

Mekanisme “karsinogenesis  baik " biokimiamaupun' ‘molekuler
berbeda antara satu’ karsinogen'dengan yang 'lain, 'bergantung: pada
struktur dan: sumber:karsinogen masing-masing, tetapi pada.dasarnya
sasaran karsinogen;adalah menimbulkan lesi pada untaian DNA yang
mengandung berbagai jenis gen. Sasaran utama lesi genetik adalah
DNA, dan jika yang terkenales adalah gen yang mengatur siklus
dan i pertumbuhan - sel v maka: akan« terjadi  disfungsi <gen-gen
bersangkutan; sehingga  terjadi .trasnformasi.. P53 adalah  salah ;satu
jenis gen yang sering mengalami mutasi tersebut” (Kurniasari_dkk.,
2017).

2.3 Fumbuhan K enikir (Cosmos caudatus)
2.3:.1 Kladfikas Tumbuhan Kenikir
Berdasarkan taksonominya, tumbuhan kenikir diklasifikasikan
sebagai berikut'(Simpson, 2006):
Kergjaan : Plantae
Divisi.. Magnoliophyta
Keas: Magnaoliopsida
Bangsa: Fabales
Suku':-Asteraceae
Marga::Cosmos
Jenis : Cosmos caudatus



2.3.2 Morfolagi Tumbuhan Kenikir

Kenikir_merupakan tanaman herba (tanaman dengan batang
yang-lunak)-semusim ‘dengan " ketinggian' dapat ' mencapai' 1,5 'm.
Batangnya segi'empat’ ~dengan:: aur- membujur | 'dan “-mempunyai
banyak: percabangan.-Daunnyaadal ah. daun majemuk yang. berbagi
menyirip dengan tiap-tiap anak- daun berbentuk lanset dengan tepian
bergerigi. “Bunganya“juga merupakan bunga ‘majemuk, berbentuk
cawan, mahkota berwarna jingga dengan’ daun pembalut di-bagian
dasar-bunga yang berbentuk seperti,lonceng: Bijinya berwarna hitam
dan juga berbentuk seperti jarum (Hidayat dkk., 2008) (Gambar 4).

(Hidayat,2008)
Gambar 4. Tanaman Kenikir

Daun _kenikir, mengandung,. senyawa . aktif . seperti. : flavonoid,
flavon dan flavanon, polifenol,. saponin, tanin, alkaloid dan minyak
astiri. Kandungan flavonoid yang terdapat dalam daun kenikir seperti
myricetin,- kuersetin, “kaempferol; luteolin: dan 'apigenin. 'K uersetin
dan- kaempferol , yang tertinggi -juga-terdapat dalam. . daun, kenikir
berkisar 0,3-143 mg/100g berat basah dan total, fenol terbesar yaitu
1,52 mg GAE/100 g berat basah daun kenikir. Oleh karena’itu, daun
kenikir diidentifikasi 'sebagai sumber’ sayuran yang memiliki ‘potensi
kaya flavonoid dan; antioksidan (Andarwulan dkk:; 2010). -Menurut
Lotulung .dkk., (2001) . daun kenikir. mengandung. senyawa yang
memiliki daya antioksidan yang ‘cukup tinggi, dengan harga 1Cs,
sebesar 70'mg/L:.



2.3:3 Flavonoid

Flavonoid adalah metabolit sekunder dari polifenol yang
ditemukan “secara luas pada tanaman ‘'serta-makanan-dan ‘memiliki
berbagai efek ‘bioaktif termasuk anti- virus,-antiinflamasi <(Qinghu
dkk.;, 2016), ‘kardioprotektif, antidiabetes; anti- kanker, (M arzouk;
2016). anti_penuaan, antioksidan. Flavonoid termasuk. dalam famili
polifenol” yang Tarut ‘dalam -air (Vanessa ‘'dkk:, 2014). Flavonoid
adalah' 'senyawa polifenol 'yang mempunyai- 15 ‘atom 'karbon-yang
tersusun-dalam, konfigurasi -C6-C3-C6,-artinya kerangka karbonnya
terdiri , atas . dua- gugus... C6 (cincin. benzena ; tersubstitusi)
disambungkan oleh rantai difatik tiga karbon (Tian dkk., 2018)
(Gambar 5).

(Yerlikaya, 2017)
Gambar /5, Struktur dasar Flavonoid

Flavonoid memiliki ‘enam subkelas. utama berdasarkan
jangkauan dan’ kompleksitas: strukturalnya, ‘yaitu- flavonol, flavon,
flavan-3-0ls, ' flavanon,' /anthocyanin cdan’ ‘isoflavon. ' (Gambar' - 6)
(Hooper dkk:; 2008).
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(Hooper dkk., 2008)
Gambar 6. Struktur dari 6 subkelas flavonoid

Flavonoid utama yang termasuk dalam subkelas ini adalah
kuercetin, myricetin, dan kaempferol untuk flavonol, Hesperitin dan
narigerin untuk flavanon. Epicatechin dan catechin untuk flavan-3-
ols. Apigenin dan luteolin untuk flavon. Cyanidin, antineamid dan
malidin maline genistein dan daizeina untuk isoflavon (Arts &
Hollman, 2005).

Flavon dan flavonol memiliki jumlah’ senyawa terbesar yang
mewakili “sebagian ‘kecil-flavonoid, yaitu kategori ‘2-benzoy-pyron.
Flavanon “dan’ ‘flavanonol memiliki “ikatan jenuh *Cdan" sering
ditemukan: dengan, flavon dan flavenol -pada tanaman: 1soflaven,
seperti daidzein, adalah senyawa 3-fenil-kromon. Sebagai : prekursor
utama biosintesis flavonoid, kalcon adalah isomer pembuka cincin C
dari ~dihydroflavon, ~bertanggung- ‘jawab’ untuk ' tampilan ~warna
tanaman., -Flavanol/ adalah produk:  reduksi.; dari dihydroflavonols,
terutama, . dengan . flavan-3-ol, yang.. terdistribusi. . pada. - kerajaan
tumbuhan, juga dikenal sebaga katekin. Namun, masih ada
flavonoid~ lain“ tanpa.’ kerangka -~ C6-C3-C6, - misalnya ' ‘biflavon,
kromon, furan dan xanthon. Glikosida; dengan kategori ‘penghubung
yang-berbeda; yang mendominasi-bentuk flavonoid yang-ada. -Pilihan
sis glikosilasi_dikaitkan dengan struktur aglycones C2 = C3 (Tian
Yang dkk., 2018). “Flavonol “umumnya terdapat dalam “bentuk
glikosida “dalam ‘bentuk ' umum - seperti - kaemferol,  kuersetin'dan
mirisetin: ‘Perbedaan antara flavon dan flavonol jadalah-pada flavon
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tidak. ditemukannya gugus.hidroksil jpada atom C-3. Flavon.yang
sering dijumpa adaah apigenin dan_luteolin. Flavonoid ini secara
signifikan banyak ditemukan pada beberapa bagian tanaman seperti
buah 'dan “sayuran: 'yang ‘berperan- sebagai ' ‘neurotrophin daam
mamalia;, /mengurangi-. angiogenesis dan, .zat ; antioksidan -(Koiraa
dkk., 2014). Quercetin mewakili subklas flavonol yang menunjukkan
nutris - dan’ sifat  farmasinya. Struktur —cincin - dan ' konfiguras
aglyconnya dari-kelompok' hidroksil, ‘menjadikannya salah ‘satu’ dari
flavenoid yang -paling, ampuh-daam hal -kemampuan-antioksidan:
Quercetin telah menunjukkan kemampuan untuk mencegah oksidasi
low-density lipoprotein (LDL) dengan menangkal radikal bebas dan
ionion “transisi‘sehingga ' guercetin - membantu- dalam 'pencegahan
penyakit - tertentu, ~seperti kanker, aterosklerosis, dan’ peradangan
kronis, yang:umumnya disebabkan oleh adanya. ikatan rangkap. pada
flavon cincin aromatik pusat yang-ditandai . oleh struktur planar
(Arifin, ~2018). “Sel-sel * kanker payudara "MCF-7 ~yang - terkena
peningkatan ' 'konsentrasi' ' quercetin, “akibatnya 'akan ' menurunkan
rasio viabilitas, sel “dan .di -picunya apoptosis. -Setelah paparan sel
hingga , dosis . sitotoksik . moderat quercetin. . selama; 48 . jam, . sel
menjaani apoptosis karena aktivasi caspases. Selain itu, quercetin
memedias -gangguan rasio Bcl-2 / Bax dalam-se MCF-7-(DuoJ,
2012).

Isoflavonoid:-adalah: .sub-grup -flavonoid-. yang sangat . khas.
Mereka memiliki peran penting sebagai prekursor, perkembangan
phytoalexin’ selama ' interaksi “mikro* “tanaman.” Metabolisme ' dari
isoflavonoid! 'dimulai ~dengan’ karbon tertentu” yang. melalui- jalur
fenilpropanoi d., Setelah beberapa proses enzimatik, senyawa fenolik;
isoflavonoid dihasilkan. Salah satu contoh isoflavon adalah deidzein.
Daidzein’ ' mencegah proliferas sd 'kanker payudara T47D  dan
bertindak ' ~sebagal- ' agen - antiestrogenik’ - (De ' Lemos, - ' 2001).
Konsentrasi: daidzein mikrometer lima puluh menurunkan viabilitas
sel /dalam. sel; kanker. payudara MDA-MB-231 dan MCF-7_masing-
masing sebesar 50_dan 42%, selama 48 jam. Selain itu, daidzein
menghambat ‘migras “sel ‘dan“invas daam 'sel “kanker' payudara
(Medeiros, 2016).

Senyawa. flavoneid diketahui mampu-menginduksi. terjadinya
apoptosis. Apoptosis adalah kematian sel terprogram, dan berperan
penting dalam proses perkembangan kanker. Mekanisme flavonoid
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dalam menginduksi apoptosis adalah melalui penghambatan aktivitas
DNA topoisomerase I/11, modulasi signalling pathways, .penurunan
ekspresi-gen-Bcl-2 dan Bcl-XL, peningkatan ekspresi'gen Bax dan
Bak, serta aktivasi endonuklease (Ren dkk:, 2003). Flavonoid juga
dapat. menginduksi, apoptosis pada. jalur independen-ROS -(Reacive
Oxygen Species).

Topoisomerase  merupakan - suatu” enzim  yang berfungs
memotong DNAVyang berlilitan “Ketat ‘akibat pembukaan “double
strand DNA-oleh enzim helikase,~memutar | balik -dan ‘kemudian
menyambungkan  lagi. = Enzim _ tersebut = bekerja . pada -saat
perpanjangan replikass DNA_ (Sismindari, . 2002). Jika terjadi
penghambatan’ “terhadap aktivitas'- topeisomerase,  ‘akan’ -terjadi
stabilisasi . kompleks: ' topoisomerase-DNA/ 'terpotong; ' sehingga
menghasilkan kerusakan double strand DNA yang. permanen. (Beck
dkk., 2001).

Bax, Bak, Bcl2 dan Bcl-xI ‘adalah family ‘protein’Bcl-2. Bax
dan Bak merupakan protein proapoptosi s sedangkan Bcl-2 dan Bcl-xl
merupakan protein antiapoptosis (King, 2000). Bel2 menempel pada
membran .. luar.. mitokondria -, sehingga.. .menghalangi. - .pelepasan
sitokrom ¢ sedangkan Bcl-x| berikatan dengan Apaf-1 (Nunez dkk.,
1998). Sitokrom ¢ ‘dan ‘Apaf-1 dipertukan dalam proses' apoptosis
me alui jalur-intrinsik ‘dengan-cara. mengaktivasi; icaspase :9-(Saleh
dkk.,-1999).r Fungsi : bertahan hidup-tersebut. diimbangi. oleh-fungsi
kematian sel. yang diperantarar oleh Bax dan Bak. Bax dapat
berikatan dengan ‘membran luar mitokondria sehingga menginduksi
pengeluaran “sitokrom '.¢ dari ~mitokondria, sedangkan® Bak: dapat
berikatan -dengan Bel-xl, sehingga-membebaskan. Apaf-1, (Nunez
dkk., 1998).

Secara umum, flavonoid telah terbukti’ menghambat produksi
Reacive- Oxygen ' Species (ROS)- “dalam ‘makrofag, '‘sehingga
memediasi: aktivitas modulasi imun makrofag. Flavon yang memiliki
banyak; ..gugus .. hidroksil, seperti. -apigenin ; dan . luteolin.. dapat
menginduksiapoptosis (Sudhakaran, 2019).

Studi terbaru’ 'memberikan* bukti “bahwa flavonoidjuga dapat
mengerahkan: | fungsinya: dengan Cmenargetkan!'/protein’ -secara
langsung: K emiripan struktural-mereka dengan| estrogen bertanggung
jawab - atas kemampuan isoflavon (mis., Genistein) dan flavanon
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(mis.,: Naringenin);untuk . mengikat Esterogen Receptor: (ER). ERa
dan ERP (Huang, 2010).

2.4 Apoptosis

Dalam menjalankan hidupnya, sel-melakukan.suatu aktivitas yang
disebut siklus replikasi sel" yang dibagi menjadi 4 fase yakni Gap-1
(fase antara'mitosis dan sintesis DNA, G1), Sintesis (S), Gap-2 (fase
antara'sintesis dan-mitosis;'G2) dan-Mitosis' (M) Replikasi “DNA
berlangsung pada 'fase: Si dan -pemisahan-mitotik s sister . chromatid
berlangsung pada fase M. Fase S dan. M adalah fase yang paling
mudah dipengaruhi_oleh berbagai faktor. Oleh karena suatu faktor,
misalnya pajanan radiasi, sel biasanya melakukan “arrest™ pada fase
Gl atau G2. Hanya setelah perbaikan DNA selesal, pembelahan sel
akan.memasuki, fase berikutnya. Bila.sel /mengalami kerusakan yang
besar, mereka akan mengaktifkan -apoptosis yakni  kematian, sel
terprogram melalui-digesti-enzimatik oleh dirinya sendiri. Apoptosis
merupakan: suatu mekanisme yang efisien untuk” mengeliminasi sel
yang, tidak- diperlukan :dan mungkin- berbahaya sehingga -dapat
menyel amatkan organisme (Nurhayati-& Y anti, 2006)

Apoptosis adalah™ program bunuh diri intraseluler —yang
dilaksanakan - dengan - cara“-mengaktifkan - caspase (suatu ‘keluarga
sistein'protease).-Dua jalur utama apoptotis adaah jalurrintrinsik dan
ekstrinsik.- Jalur..intrinsik;:meliputi pemberian-kode yang.-memicu
proses mitokondria-dependent pelepasan . sitokrom ¢ . dan
mengaktifkan ‘caspase 9, 'dan jalur ekstrinsik - meliputi ‘pengaktifan
reseptor - kematian “(death! receptor '(DR)). ‘seperti’ Fas' (reseptor 1
tumor; .necrotic,factor), PR4 dan DR5.. Interaksi -dengan: ligan: yang
sesuai akan - mengarah ke tranduksi, sinyal -yang. diawali dengan
peiputan molekul  yang ~berhubungan “dengan DR’ seperti Fas-
associative -death ‘domain ((FADD) ‘dan’‘berikutnya- mengaktifkan
caspase ~8:: Caspase ~ini| kemudian' smengkatalis 'sederet: ; proses
protealitik- yang..menghasilkan. . perubahan-. biokimia; dan. morfol ogi
khas yang berhubungan dengan proses apoptosis (New Mayer &
Ferguson, 2003). ‘Gambar “7' menampilkan- proses ‘apoptosis’ atau
programmed ' cell 'death/(PCD) yang méeliputi:'sinya lamplifikasi
mitokondrial: dan melibatkan, berbagai -macam gen seperti Bax; dan
Bak.
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Gambar 7. Mekanisme-apoptosis atau programmed cell death (PCD)
yang- diinduksi oleh- sl T -sitotoksik' ‘melalui -~ sinyal
mitokondrial' dan melibatkan sgjumlah gen

Menurut Mc Bride dkk., (2004) apoptosis juga merupakan proses
aktif dengan menginduksi’ gen seperti BAX dan ekspresi-antigen Fas
maupun: represi/penekanan simultan''gen’ seperti-'BCL2. 'Jika
kerusakan:selhya berat; sgfumlah-gen, untuk apoptosis yang dikontrol
oleh _gen p53.juga: berperan-dalam_pengaturan siklus: sel. Hasil
penelitian menunjukkan pengaktifan jalur apoptosis oleh p53 dapat
dilakukan— dengan ' mentransfer  p53 “jenis -ganas ' (wild~ type)
rekombinan -pada i sel./ ‘kanker ~yang  'tidak |_memiliki: | '|p53 ' atau
mengalami. ‘mutasi. . -Dengan demikian -terdapat : tiga..mekanisme
apoptosis yang berbeda yang mana sebuah sel melakukan program
bunuh ‘diri ‘dengan cara’ apoptosis. Ketiga mekanisme *apoptosis
tersebut-adalah,-pertama dipicu ‘oleh’ sinya \yang 'muncul 'dalam’ sel
itu: sendiri; kedua dipicu;oleh-pengaktif -kematian di- luar -sel yang
terikat . pada-suatu . reseptor pada. permukaan ;sel  seperti. TNF-q,
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limfotoksin.dan_ligand. Fas (FasL) dan ketiga dipicu; oleh Reacive
Oxygen Secies (ROS) yang membahayakan sel.

2.4 Respon-Imun terhadap Kanker

Sistem -pertahanan; tubuh bawaan ~atau -alami. dapat mengenali
patogen berdasarkan. pola berulang-dari. antigen, misanya berupa
lipopolisakarida (dinding bakteri) dan RNA unti ‘ganda dari virus.
Sistem’ “pertahanan’’ tubuh~ ‘bawaan" “dapat  ‘memberikan-' respon
pertahanan: tubuh - yang -cepat  dengan:beberapa | imekanisme.
Berlawanan. dengan hal . ini, pada sistem pertahanan tubuh adaptif
(dapatan) yang melibatkan aktivitas dari sel B dan sel T yang akan
memberikan respons “terhadap - patogen-Iebih 1ambat’ tetapi ~lebih
spesifik terhadap antigen tertentu. Respons pertahanan tubuh'bawaan
sering kali ditandai-dengan: proses inflamasi, yaitu respons jaringan
lokal . terhadap .. cedera. jaringan yang. ditandai, ;dengan . .rubor
(kemerahan), ~calor  (panas), dolor = (nyeri), ~ dan  tumor
(pembengkakan). Sistem’imun-bawaan berfungsi untuk ‘membunuh
patogen;-membatasi. ;penyebaran patogen; memicu’ aktivasi-respons
pertahanan tubuh dapatan yang-melibatkan. aktivasi. sel .B.dan.sdl T,
serta memacu terjadinya perbaikan jaringan. Inflamasi dan respons
pertahanan tubuh’ secara umum memberikan manfaat yang besar bagi
manusia untuk-mempertahankan hidup:-Selain itu, sistem! pertahanan
tubuh dan- respons-inflamasi juga dapat -mengurangi| dan. mencegah
timbul dan_berkembangnya tumor. -Meskipun demikian, .inflamas
dalam ‘jangka waktu yang ‘lama dapat menyebabkan terjadinya
trnasformasi ' kea rah ‘neoplasma dan meningkatkan'-perkembangan
tumor.. Mekanisme r molekuler; berkaitan’ dengan | inflamasi: ‘dan
perkembangan. kanker . yang. melibatkan. aktivitas, factor; transkripsi
STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3). Pada
keadaan inflamasi kronis, 'sel tumor dapat mengaktivas STAT3 dan
menjadikannya ‘aktif -dengan fosforilas ' lyang ' mengakibatkan ' sel
tumer: menjadi-resisten terhadap apoptosis.Selain.itu, |STAT 3-dapat
menyebabkan _peningkatan sitokin.-yang menderegulasi _ respons
pertahanan  tubuh terhadap - tumor. Tumor dapat ~ menyebabkan
inumosupres - sistemik- dengan-meningkatkan ‘aktivitas ‘sel“myeloid
yang berperandalam;pertahanan tubuh bawaani(Haryono dkk.; 2018)

Berbeda: dengan. sistem. pertahanan. tubuh. aami; atau- bawaan
yang mengenali patogen berdasarkan.pola molekul nonspesifik. dari
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patogen, sistem. pertahanan tubuh dapatan diperantarai .oleh.reseptor
yang secara spesifik- mengenai_antigen melalui T-cell receptor (TCR)
dan' B-cell” receptor (BCR). Respon- pertahanan 'tubuh yang-efektif
akantercipta apabila‘sel ‘B dan sel ' T ‘dapat mengenali ‘antigen yang
kemudian-mengal ami-aktivasi-dan-proliferasi secara selektif.-Proses
proliferasi tersebut “disebut dengan proliferasi; klonal yang dapat
memacu  terjadinya ‘respons ' pertahanan tubuh ' terhadap * antigen
spesifik “danterbentuknya sel “memori' yang bertahan hidup lama.
Berbeda dengan:sel B, dan sel T-gamma, sel /' T (alfa-beta) mengenai
protein asingyang telah mengalami pemrosesan dan dipresentasikan
sebagai antigen peptide berukuran kecil melalui molekul "MHC.
Terdapat dua subkelas'sel T 'yaitu'sel CD4" yang dapat' berikatan
dengan ‘antigen-yang: dipresentasikan: melalui MHC 'kelas 11-dan
CD8" yang berikatan -dengan MHC kelas |..ikatan: antara: TCR pada
sel T dengan.CD4" dengan antigen yang dipresentasikan oleh . SPC
melaui “MHC kelas Il "dapat ' mengaktifkan-sel" T' menjadi efektor,
salah satunya akan mengaktifkan sel B sehingga dapat memproduksi
antibody: -Sélain itu jjuga mengaktifkan-sel: NK; dan-sel - T CD8’
sitotoksik. Sel T.CD4" yang mengenali antigen pada keadaan tanpa
adanya inflamasi, akan berdiferensias’ menjadi sel T regulator dan
berfungsi -sebagai’ regulator negatif -pada sistem pertahanan-tubuh.
Setelah aktivasi-olen APC, sel T CD8" berfungsi sebagai pembunuh
sel, .secara langsung.. melaluir>proses. ; sitotoksisitas.- dan: -berperan
penting dalam respons pertahanan tubuh terhadap kanker. setelah
melaksanakan ' tugasnyadalam - sitotoksisitas,” sel* T "CD8" ‘akan
mengalami apoptosis. Sebagian sel T CD8” juga ‘akan- mengalami
diferensiasi menjadi sel. T-memori. (Haryono dkk},-2018)

25Se T CD4"

Sel CD4 adalah jenis sel darah putih atau limfosit. Sel CD4
dapat dibedakan dari sel CD8 berdasarkan protein tertentu yang ada
di permukaan sel. Sl CD4 adalah sel T yang memiliki protein CD4
pada permukaannya (Spiritia, 2015).

CD4 merupakan protein transmembran yang berfungsi sebagai
ko-reseptor pada sel T helper. Ketika reseptor sel T helper mengenali
kompleks antigen MHC 1l. CD4 berperan sebagai ko-reseptor yang
memperkuat signal transduksi sehingga sel T teraktivasi. CD4
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diekspresikan oleh sel T, sel Langerhans, sel dendritik dan monosit
(Rifa’l, 2013).

Sel T CD4 memiliki peran penting dalam perlindungan
kekebalan tubuh. Mereka membantu sel B membuat antibodi,
menginduksi makrofag untuk mengembangkan aktivitas mikrobisida,
membawa neutrofil, eosinofil, dan basofil ke tempat infeksi dan
peradangan, dan melalui produksi sitokin dan kemokin, berfungs
untuk mengatur respon imun. Kekebalan yang di perantarai sel, atau
kekebalan sel T bertugas melawan patogen intraselular dengan cara
merusak sel-sel yang terinfeksi. Sel T juga berperan dalam melawan
jaringan yang ditransplantasikan dan sel-sel kanker. Sel Th
diaktifkan ketika reseptornya berikatan secara spesifik dengan suatu
kompleks MHC kelas Il dan antigen pada permukaan sel penygji
antigen (APC) melaui TCR. Sel T itu kemudian mensekresi
interleukin-2 dan sitokin lain yang mengaktifkan sel-sel B dan sel-sel
T sitotoksik. Sebagian besar sel T sitotoksik diaktifkan oleh sitokin
dan pengikatan spesifik ke kompleks MHC kelas I. Sel T itu
kemudian akan mensekresikan paforin yang membentuk pori
(lubang) pada membran sel target dan menyebabkan sel tersebut lisis
atau pecah (Campbell, 2004).

Sel Th berdiferensiasi menjadi 2 subset, yaitu Thl dan Th2. Sdl
Thl mensekresi 1L-2, IFN-y, dan TNF- untuk membantu reaksi
pertahanan yang diperantarai makrofag untuk membunuh patogen
intraseluler. Sedangkan sel Th2 mensekresi IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
dan IL-13 yang berikatan dengan sel B, sel mast, sel basophil dan
eosinophil untuk membantu pertumbuhan dan diferensiasi untuk
menunjang respon imun (Antari, 2017).

26Sd T CD8"

CD8 cytotoxic T lymphocytes (CTLSs) secara langsung mampu
membunuh sel tumor. CD4 limfosit T helper (Th) adalah sitokin
yang mensekresi heterogen limfosit T. T helper tipe 1 limfaosit (Thy)
memiliki peran penting dalam mengaktifkan CTLs. T helper tipe 2
(Thy) limfosit merangsang kekebalan humoral dan mengaktifkan
eosinophil (Arung dkk, 2007).

Sel Tc (sitotoksik) merupakan subset fungsiona limfosit T yang
mengekspresikan protein CD8, mempunya aktifitas sitotoksik
dengan kemampuan membunuh sel yang mempunyai makromolekul
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pada permukaannya. Prekursor sel Tc mengenali antigen pada
permukaan sel yang berikatan dengan MHC kelas I. Sel ini berperan
penting dalam pertahanan melawan infeksi virus dengan cara
melisiskan virus, dan berfungsi dalam cellular adaptive immunity,
proteksi dan recovery infeksi bakteri dan parasit, penolakan
transplatasi, imunitas tumor dan autoimun. Sel T CD8 memiliki 2
kategori sel, yaitu Cytotoxic Lymphocytes (CTLs) dan sel T supresor.
Sel CTLs merupakan bagian dari respon sel Thl, yang penting untuk
proses eliminasi sel terinfeksi virus dan sel tumor. Sel ini juga dapat
memproduksi sitokin (IL-2, IFN-y, dan LT (Limfotoksin)). Aktivasi
sel T CD8 yang diaktifkan oleh APC dan sitokin dari Thl CD4 yang
kemudian terjadi proliferas dan diferensiasi menjadi sel CTLs dan
selanjutnya dapat melisiskan sel terinfeksi dan kategori kedua adalah
sel T supresor yang mengendalikan respon Thl CD4 terhadap
antigen spesifik regulation, misalnya melalui sekresi (Antari, 2017)
Limfosit-Tc 'yang- diaktifkan -oleh antigen ' membunuh sel-sel
kanker '~ 'dan ' sel-sel ' yang © terinfeksi’ oleh ! virus: ‘atau
pathogen -intraseluler-lainnya:-Semua: sel, ‘bernukleus rdalam: tubuh
secaraterus menerus menghasiltkan molekul. MHC kelas |..Sementara
molekul MHC kelas | yang baru disintesis itu bergerak menuju
permukaan sel, molekul itu menangkap fragmen kecil-dari ‘salah satu
protein "ainyang, disintesis -olehsel ‘tersebut: Jika sel - tersebut
mengandung»sel . virus ,yang bereplikasi,, fragmen  peptide, protein
virus itu ditangkap dan diangkut ke permukaan sel. Dengan cara.ini,
molekul“MHC kelas 1’ memaparkan protein asing, yang disintesis
dalam 'sel ‘terinfeks' atau sel abnormal ke'sel T sitotoksik. Interaksi
antara sel .penyaji. antigen. (APC).dan sel T¢-sangat ditingkatkan oleh
kehadiran protein permukaan sel T yang disebut CD8. CDS8 terdapat
pada sebagian besar sel Tc dan memiliki-afinitas terhadap sebagian
molekul-MHC kelas I Interaksi “antara MHC |-dan'CD8 membantu
mempertahankan kedua:sel itu-tetap: menyatu 'sementara aktivas
antigen yang-bersifat spesifik:sedang. berlangsung.. Sel- T :sitotoksik
yang diaktifkan oleh kontak spesifik dengan kompleks MHC kelas |
dan antigen pada sel ‘'yang terinfeksi-atau-sel tumor, dan dirangsang
lebih-lanjut olehl.-2:dari sel Th yang berdiferensiasi-menjadi: sel
pembunuh. yang-aktif;, sel- ini membunuh sel target. terutama dengan
cara pembebasan perforin, yaitu protein yang membentuk pori atau
lubang pada membran-target karena ion dan air mengalir kedalam
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target, maka ;sel. tersebut akan membengkak . dan ; akhirnya. lisis.
Kematian sd-sel yang terinfeksi itu bukan sgja menghilangkan
tempat’ - bagi- ~pathogen = ‘untuk ' bereproduksi, - tetapi’ - juga
memaparkannya ke ~antibodi- yang  sedang  beredar, sehingga
menandainya: untuk: dibuang dan dihancurkan; -Setelah-merusak: sel
yang terinfeksi, sel Tc terus bergerak membunuh sel-sel lain yang
terinfeks dengan pathogen‘yang sama. Dengan cara yang sama, sel
Tc melawan tumor> ganas. “Sel=sel  tumor “membawa moléekul-yang
berbeda-yang - tidak (ditemukan, pada sel-sel ‘hormal,) imaka - sel-sel
tumor diidentifikasi, sebagai zat asing oleh sistem kekebalan tubuh.
Molekul MHC kelas | pada sel tumor menyajikan fragmen — fragmen
antigen tumor ke'sel’' T¢c (Campbell, 2004)

2.7 Interferon gamma (I FN-y)

Interferon termasuk - keluarga -protein yang terlibat dalam
pencegahan’ replikasi “virus, “penghambatan” pertumbuhansel dan
modulasi® diferensiasi 'sél.'Selain perannya dalam 'sel-sel ' Kekebal an,
IFN-y - imenghambat - pertumbuhan- ~sejumlah - jenis - sel- non
hematopoietik, . termasuk . beberapa jenis. tumor. Bahkan,, itu.telah
dianggap sebagai agen antitumor (Tunon dkk., 2007)

Awalnya, ‘mereka diklasifikasikan berdasarkantipe’ sel-“yang
mengel uarkan tetapi: sekarang diklasifikasikan menjadi tipe'l-dan tipe
I1: menurut.spesifisitas reseptor. danurutan..;homologi. : IFN- tipe. |
terdiri dari beberapa subtipe IFN-a (tergantung. spesies), IFN-B, IFN-
w, dan IFN-T, yang-semuanya terkait secara struktural dan berikatan
dengan’ ‘reseptor- heterodimerik: yang “umum. (1FN-y 'adalah®satu-
satunya tipe  AFN.-Secara struktural tidak-terkait dengan |FN tipe:l,
berikatan dengan reseptor yang berbeda, dan dikodekan oleh lokus
kromosom yang terpisah. Pada awalnya, diyakini bahwa limfosit sel
helper T-CD4 tipe '1(Thl), Limfosit sitotoksik' CD8, dan sel' NK
secara eksklusif- menghasitkan: IFN-y:> ProduksiIFN-y  oleh= APC
[monosit. /.. makrofag,. . sel -.dendritik] . yang ; bekerja; .secara..lokal
mungkin penting dalam aktivasi diri pada sel. Sekresi |FN-y oleh sel
NK 'dan APC penting dalam pertahanan inang pada-awal - infeks,
sedangkan limfosit-T-menjadi- sumber utama 1FN-y_dalam 'respon
imun, .adaptif., Produksi  IEN-y dikendalikan ~oleh |sitokin - yang
dikeluarkan -oleh /APC, terutama IL-12 dan [L-18. Sitokin. ini
berfungs sebagal jembatan untuk menghubungkan infeksi™ dengan
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produksi.|FN-dalam respon imun bawaan. Pengenal an makrofag dari
banyak patogen menginduksi sekresi IL-12-dan kemokin. Kemokin
ini-" “menarik’ ‘sel''NK~ ke "tempat ' peradangan, -dan - IL-12
mempromosikan sintesis IFN ‘dalam sel-selini. Pada makrofag,: sel
NK.-dan.. T, -kombinas, stimulasi . IL-12 dan: IL-18: semakin
meningkatkan produksi' 1FN-y (Schroder dkk., 2004).

IFN-y dapat meningkatkan ekspresi - MHC-I maupun “MHC-II.
IFN-y ' ‘akan “melipatgandakan “fase “kognitif respon-imun’dengan
memacu, <ikatan.MHC:Il dengan - limfosit | T, ~CD4 -, dengan
pelipatgandaan . fase  kognitifini. Secara .in; vivo, IFN-y akan
mempercepat.  respon - seluler ‘maupun  humoral. ~ [FN-y~ akan
meningkatkan sel ‘T 'untuk berdiferensiasi:-IFN-y akan-memacu naive
CD4: untuk ~berdiferensias ke rsubset 'sel" Thl dan r menghambat
proliferasi- Th2 -pada-percobaan. dengan .mencit.- Efek -ini: .mungkin
terjadi. karena diperantarai oleh aktivasi sel  fagosit mononuklear
yang melepaskan 1L-12 dan sel T yang mengekspresikan reseptor IL-
12/ 1EN-yjuga dibutuhkan untuk maturasi s T sitolitik CD8. IFN-y
memacu- aktivitas sitolitik dari sel-sel, NK-yang sangat:berperan pada
imunologi..tumor, IFN-y_juga-meningkatkan, fungsi. TNF.di_sel-sel
endothel (Abbas, 2005).

Interferon ‘gamma mampu meningkatkan antigenisitas sel tumor
melaluil regulasi- ekspresi: molekul stumor  antigen-presenting=-MHC,
sehingga menyebabkan sel tumor menjadi- mudah.untuk.dikenaliroleh
sel imun dan memudahkan proses eliminasi. Aktivitas antikanker
IFN-y ‘dapat-ditunjukkan-melalui mekanisme regulasi ‘p21“dan-p27
untuk: menahan siklus sel (M ojic-dkk:,-2018). P21 adalah family dari
cyclin - dependent.  kinase inhibitors- (CKils) |yang- termasuk: di
dalamnya yaitu p27 dan p57. Protein tersebut memiliki kemampuan
untuk meregulasi siklus sel dengan menonaktifkan cyclin dependent
kinase (CDKs)-yang 'merupakan regulator utama- pada ‘siklus’ sel
(Piccolo & Stefania; 2012).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 1 1Waktu dan Tempat

Penelitian- dilaksanakan, pada bulan- Januari -sampai; . Juni--2019
dan bertempat di laboratorium Fisiologi dan Perkembangan Hewan,
Fakultas Matematika dan” IImu Pengetahuan Alam, ' Universitas
Brawijaya, Mdang.

3.2, . Persiapan Hewan Coba

Mencit (Mus musculus) betina diperoleh dari Universitas Gajah
Mada, Y ogyakarta ' dengan-'kriteria berat-'badan /25-30 'gram’ 'dan
berusia’ 7-8: 'minggu: -Aklimatisas dilakukan' selama 7 hari- pada
kandang- khusus. menyimpan, mencit>sebelum: dilakukan. perlakuan
injeksi  senyawa.. karsinogenik -dengan . pemberian  makan
menggunakan - pakan “ kelinci’ “‘yang dihaluskan’ dan’ ditambahkan
dengan’‘tepung “terigu \lau’ ‘dipanggang ‘menggunakan'‘oven ' 'dan
pemberian -minum -menggunakan air -mineral ~konsumsi - manusia.
Percobaan. _dilakukan . dengan Rancangan. Acak. Lengkap (RAL).
Sebanyak 57 mencit betina dibagi menjadi tiga perlakuan, meliputi
perlakuan kontrol negatif (normal, K-); kontrol positif (kanker, K+)
dan pemberian-ekstrak-kenikir.

3.3 Desain Eksperimen

Sebanyak-47 'mencit dibagi kedalamlima-perlakuan, meliputi
perlakuan'kontrol ‘negatif! (normal, N);:Kontrol positif’ (kanker, K),
kanker -dengan; dosis ramuan, kenikir -50 -mg/kg BB | (D1), kanker
dengan dosis ramuan kenikir 500 mg/kg BB (D2) dan kanker dengan
ramuan dosis kenikir 2000 mg/kg BB (D3) (Tabel 1).
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Tabel 1. Kelompok perlakuan:mencit betina

K'elompok Ketéerangan

Normal Mencit betina sehat tanpa perlakuan DMBA dan
kombinasi ekstrak meniran + kenikir

DMBA Mencit betinahanya diinduksi dengan DMBA

D1 Mencit betina‘'yang-diinduksi ‘dengan DMBA dan
pemberian ekstrak kenikir 50 mg/kg BB:mencit

D2 Mencit betina yang-diinduksi ‘dengan DMBA dan
pemberian ekstrak'kenikir'500.mg/kg BB mencit

D3 Mencit betina yang diinduksi,dengan DMBA dan
pemberian ekstrak kenikir' 2000 mg/kg BB ‘mencit

34 Induks DMBA pada Mencit

Induksi - kanker . ‘dilakukan - dengan melakukan - -injeks
menggunakan senyawa karsinogen 7,12-Dimethyl benz] a} anthracene
(BMBA). - Dosis; ; pemberian- sesuai  + dengan -, metode: - menurut
Jayakumar dkk., (2014) dengan melakukan ‘beberapa maodifikasi.
Injeksi “menggunakan  senyawa DMBA "dilakukan ‘secara subkutan
yaitu-pada daerah'sekitar areola atau-fat' pad-pada‘mencit ‘dengan
dosis: 0,015-mg/g | berat: badan:(BB) ' imencit./;Senyawa: DMBA
dilarutkan . dengan : menggunakan.. minyak.. jagung.. Setiap, .mencit
ditimbang massanya untuk menentukan volume .yang dibutuhkan
untuk dilakukan-dalam sekali injeksi: tnduksi menggunakan DMBA
ditakukan-selama’ enam minggu- Setigp Satu minggu: 'sekali - secara
subkutan. - Konfirmasi. . mencit yang- terdiagnosis  kanker : payudara
dilakukan dengan 2 cara yaitu-morfologi dan;histologi. Konfirmasi
secara morfologi' ditandai“dengan timbulnya-benjolan di-area mamae
mencit, ~kulit ' menjadi “kasar, “rambut “rontok  'dan ' menurunnya
keaktifan mencit.\Konfirmasi histologi-dilakukan dengan. mengamati
preparat. histologi. jaringan payudara.
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35, .Pembuatan;-dan. Pemberian, Ekstrak . Kenikir. . (Cosmos
caudatus)

Pembuatan ~ekstrak - kenikir dilakukan- dengan- dua “tahapan.
Tahapan pertama dengan metode maserasi dan tahapan kedua dengan
proses freeze:dried.: Pada tahapan pertama; simplisia kenikir-kering
diperoleh dari Materia Medica, Kota Batu. Simplisia kenikir
kemudian direndam dalam pelarut akuades selama 24 jam, setelah'itu
dilakukan'penyaringan dengan ‘menggunakan kertas saring/saringan.
Pada: proses; penyaringan, ampas dari-rendaman: simplisia. kenikir
dibuang kemudian ekstrak kenikir (dalam bentuk cair) dimasukan ke
dalam botol kaca dan diletakkan di dalam lemari pendingin (frezeer).
Pada ' tahapan -kedua, " ekstrak kenikir'-yang »'beku ' "kemudian
dimasukkan ke:dalam mesin freeze dried dengan suhu:38'C sampai
ekstrak kenikirnyamenjadi kering. Proses freeze dried (pengeringan)
bertujuan untuk mengeluarkan/memisahkan hampir  sebagian besar
airyang ada di-dalam ekstrak.

Mencit yang telah'diinjeks dengan DMBA' selama '6-minggu,
sel anjutnya disondekan ekstrak kenikir secara oral-dengan dosis yang
sudah: ditentukan. Pemberian ekstrak-kenikir diberikan_pada mencit
perlakuan dosis 1 (50 mg/kg BB), dosis 2 (500 mg/kg BB) dan dosis
3 (2000 mg/kg BB) sedangkan untuk-mencit kontrel 'sehat ‘(tidak
diberi perlakuan). dan sakit (hanya DMBA) tidak diberikan perlakuan
ekstrak kenikir. Ekstrak kenikir. kering-hasil-freeze dried, ditimbang
sesual. dengan perhitungan dosis yang telah ditentukan setelah itu
ditarutkan dengan “akuades. Pada proses penyondean, berat badan
mencit. dan: pembuatan\sediaan’ ekstrak 'kenikir ditimbang:setiap:3
hari sekali-dan dil akukan selama 2 minggu setiap harinya.

Metode yang digunakan dalam pembuatan ekstrak kenikir pada
penelitian dilakukan dengan’ dua tahapan yaitu, dengan metode
measerasi-dan -freeze dried. Metode maserasi- merupakan suatu- jenis
metode ~yang: dalam:' pengerjaannya: rhanya  dilakukan: dengan
merendam.simplisia dalam pelarut dan dibiarkan selama 3 hari. pada
suhu . ruangan, setelah .3 ‘hari kemudian . simplisia. dilakukan
penyaringan (Azwanida, 2015).

Haryadi' (2013), freeze!'dried (pengeringan beku) 'merupakan
salah satu-teknik pengeringan -yang biasa digunakan dalam /bidang
pangan seperti bubuk kopi. Prinsip-pengeringan beku ini_ dimulai
dengan proses’ pembekuan bahan dan ‘dilanjutkan dengan proses
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pengeringan;-suatu. proses untuk mengeluarkan/memisahkan hampir
sebagian besar air yang terkandung dalam bahan melalui mekanisme
sublimasi.

3.6 -~ Didokasi-Dan Pembedahan, pada Bagian-Putting Payudara
untuk-Memastikan Sudah Terinfeks Kanker Payudara

Mencit " 'yang - telah diberikan" perlakuan' DMBA" (7,12-
DimethylbenZ a] Anthracene) selama 6 minggu. dibunuh dengan cara
melakukan disklokasi; pada bagianleher,mencit dil etakkan pada
papan . bedah, secara terlentang dan. difiksasi; pada setiap..anggota
geraknya “dengan ‘menggunakan  jarum -pentul. Alkohol 70%
disemprotkan’pada bagian ventral ‘untuk- proses-sterilisasi' dan dicari
bagian payudara yang:sudah terkena kanker dengan ciri-ciri terdapat
benjoloan..di: area  mamae mencit. Kemudian -setelah. :ditemukan
bagian .yang-menonjol” di area payudara, bagian kulit ditarik-dan
digunting.”Bagian ‘payudara yang telah" didapatkan’ dimasukkan 'ke
dalam'botol ‘flakon 'yang telah berisi ‘formalin 4% yang difungsikan
agar organ: tersebut tidak rusak. Untuk-pembuatan preparat dilakukan
di_laboratorium_patologi fakultas kedokteran Universitas Brawijaya
dengan menggunakan -perwarnaan HE dan dilakukan pengamatan
pada mikroskop.

3.7 -~ Isolasi-Organ Spleen

Mencit yang telah diberi-treatment ekstrak kenikir selama 14
hari “dibunuh’ dengan ‘cara didokasi”'pada bagian leher:" Mencit
diletakkan terlentang pada papan:bedah 'dan difiksasi- setiap anggota
geraknya menggunakan jarum-pentul .. Alkohol /70 %. disemprotkan
pada bagian ventral . untuk proses sterilisasi. Bagian kulit ditarik-dan
digunting hingga terlihat ‘bagian organ dalam mencit. Organ spleen
ditsolasi-dan-dicuci dengan larutan'PBS-sebanyak ‘dua kali.-Organ
spleen ' dihaluskan | dengan menggunakan' pangkal: spuit: -hingga
homogen..Homogenat diambil:menggunakan mikropipet.tanpa debris
(ampas) dan dimasukkan dalam tabung propilen dengan ditambahkan
PBS hingga volume 6 mL. Setelah semua suspens ‘sel’ dipindahkan,
tabung propilen-tersebut -disentrifugasi- dengan kecepatan 2500 rpm,
suhu-10°C selama 5 -menit. Hasil-sentrifugasi, supernatan-dibuang.
Kemudian, pelet ditambahkan 1. mL PBS dan diresuspensi.
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3.8 . Pewarnaan Antibodi Sel CD4"*, CD8' dan.| FN-y.

Pewarnaan sel T CD4+ dan CD8+ dilakukan dengan cara pelet
yang 'sudah ‘diresuspensi ‘dibagi kedalam- beberapa ‘micro- tube
berkapasitas 1,5 ml yang telah diisi ‘0,5 ml PBS! Setiap micro tube
diisi- dengan; 50. pl - suspensi. Setelah ity disentrifugasi-. dengan
kecepatan 2500 rpm selama 5 menit pada suhu 10°C. . supernatan
hasil sentrifugasi dibuang. Pelet ditambah larutan antibody ‘anti CD4"
dan'anti-CD8" masing-masing ‘sebayak 50 ', kemudian diinkubas
selama 20 menit:pada suhu;4°C dalam-ruangan-gelap lalu; ditambah
400ul- PBS, dan.dipindah ke kuvet-untuk dianalisis menggunakan
flow cytometer.

Pewarnaan “intraseluler~ diawali-'-dengan’ ‘masing-masing
microtube yang sudah: diinkubasi lalu- ditambahkan |arutan cytofix
50uL. ; pada-microtube dan diinkubasi di- ice boxdengan suhu; 4°C
selama 20 menit. Setelah” inkubasi larutan fiksatif, dicuci dengan
larutan’ washperm sebanyak’ 300-500pL ~kemudian- disentrifugasi
dengan’ ‘kecepatan 2500 'rpiv ~'selama 5 (menit| pada 'suhui “10°C:
supernatant - dibuang --dan ~pelet dari- - masing-masing . microtube
ditambahkan antibody .intraseluler 1FN-y. lalu diinkubasi: di. ice box
dengan ‘suhu 4°C sdama 20" menit. 'Suspense’ pada microtube
ditambahkan PBS sebanyak-400uL, kemudian dimasukkan ke dalam
kuvet  flow-cytometer ~dan  dilakukan-<analisis flow cytometry-(Patil
dkk.,. 2009).

3.9 AnalisisData
Hasil 'pengukuran- 'menggunakan —flow: ' cytometer, "/ dianalisis

menggunakan BD Cellquest Pro™. Hasil yang didapatkan kemudian
diandlisis menggunakan jprogram SPSS versi: 16 for windows. Data
yang. digunakan adalah jumlah sel relatif, kemudian diuji dengan uji
One-way ANOVA-(Analysis of Variance) dengan nilai. signifikasi
sebesar p<0.05 dan dilanjutkan dengan uji Duncan untuk mengetahui
beda signifikan pada setiap perlakuan (Gamst dkk.,~2008).
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BAB.IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Histologi- K anker-Payudara

Berdasarkan, hasil. pengamatan, histologi: yang. telah dllakukan
jenis kanker yang didapatkan yaitu Ductal Carsinoma In Stu (DCIS)
(Gambar “8)." 'Karsinoma duktal “in"'situ (DCIS)" ‘adalah’ kanker
payudara preinvasif (juga disebut non-invasif), di ‘mana proliferas
sel: epitel- duktus, ganas tetap -terkurung- dalam. saluran, -duktus
payudara yang. utuh dan tidak-keluar dari membrane basal. (Barnes
dkk., 2012). Tumor - tikus tidak terldu invasif di luar kelenjar susy,
memiliki [atensi pendek dan jarang bermetastasis (Abba, 2016).

Gambar:8::Histol ogl Jaringan Payudara Pasca Ihduksi DMBA:
Tanda anak panah menunjukkan DCIS.

4.2 Hadil Profil CD4"I FN-y*

Berdasarkan' hasil” analisis flow ‘cytometry 'yang telah 'dilakukan
terhadap jumlah relatif sel T CD4'HEN-y ', menunjukkan adanyabeda
nyata . antara, mencit  normal —(sehat). dengan ;mencit yang telah
diinduksi oleh DMBA (sakit). "Rata-rata jumlah relatif sd T
CD4*IFN-y™ pada mencit normal-lebih rendah dibandingkan dengan
mencit ' sakit, yaitu pada: mencit: normal - memiliki ' ratecrata jumiah
relatif ;sdl limfosit, T..CD4 sehanyak-8,26%, sedangkan- pada.- mencit
sakit sebanyak 14,28%. Pemberian dosis ekstrak kenikir pada mencit
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kanker, payudara menunjukkan. adanya . pengaruh atau. beda nyata
pada dosis 1 (D1;50 mg/BB) dan dosis 2 (D2;500mg/BB) namun
dosis '2 (D2) ‘tidak’ menunjukkan beda nyata antara mencit sehat
maupun:sakit, dengan rata-rata jumlah relatif sel T'CD4"IFEN-y* pada
dosis 1 (D1); sebanyak ;17,25% dan: pada dosis 2 |(D2) - sebanyak
9,88% serta terlihat, jelas terjadi penurunan jumlah sel CD4'IFN-y*
antaradosis'1 (D1) dengan dosis 2 (D2). Hasil rata-ratajumlah relatif
sel T'pada dosis'3 (D3;2000mg/BB) sebanyak 17,28% (Gambar-9)-
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gy a
c 0 10 A
8O
=
s 57
O_ T T T T
sehat sakit d1 d2 d3 ,

Perlakuan

Gambar 9: Jumlah Relatif Sel ' T-CD4'IFN-y': K eterangan : Huruf
yang berbeda menunjukkan beda nyata berdasarkan uji
Duncan

Sel/ T 'CD4"IFN-y" pada’ mencit ‘normal  1ebih  sedikit 'karena
antigen, kanker, spesifik \belum-terbentuk, sehingga belum direspon
oleh sistem .imun.. Mencit 'yang sakit memiliki ,jumlah sel T
CD4'IFN-y* lebih tinggi dibandingkan mencit yang normal, karena
sal T!'CDATIFN-y™ telah ' teraktivasi “dengan ‘terbentuknya antigen
kanker ' spesifik “sehingga. menghasilkan respon rsistem; imun: pada
mencit., Hal ;ini .sesuai.. dengan. penelitian, -Criscitiello; (2012),. pada
mencit normal jumlah sekresi- sitokin proinflamasi ‘cenderung rendah
dibandingkan“‘dengan~mencit’ model kanker- payudara’ karena pada
mencit.normal- respon‘imun yang diperlukan untuk 'melawan antigen
salah satunya beruparespon-imun inflamasi- ol eh-sitokin-proinflamasi

28



TNF-a.dan IEN-y tidak terlalu-dibutunkan. Jumlah relatif sel. T CD4"
dan ‘sitokin_ proinflamasi di. mencit. model kanker. payudara
mengalamic -peningkatan, hal" tersebut ' diduga * karena -terjadi
peningkatan respon imun berkaitan_dengan meningkatnya aktifitas
sel, [imun.-terhadap | antigen, ~kanker .. payudara - bertindak-. sebagai
antigen. Sel .kanker mengekspresikan antigen yang berbeda dengan
sel’ pada umumnya. ‘Antigen tersebut’ merupakan produk “dari gen
yang- bermutasi'atau’ \dapat ‘juga’ ‘ekspresi’ protein- normal yang
berlebihan: Ekspresi antigen tersebut-berfungsi| sebagai- pengenalan
oleh sistem imun untuk menghasilkan respon imun. untuk melawan
antigen.

Sel' T-CD4" ' memiliki peran-dalam respon-sistem imun meld ui
aktivasi ‘beberapa sitokin seperti1L-1;-1L-2 dan IFN-y 'yang: mampu
merangsang pematangan sel T sitotoksik.(Peters. dkk., 2003).. IEN-y
akan mengiduksi sel NK dan sd T untuk mengaktivasi TRAIL
(Tumor “necrosis  factor “related apoptosis-inducing ligand) yang
memberikan sinyal ' kematian sel kanker secara 'apoptosis' melaui
caspase;(Pindborg, 2000), selain: itu, sel T CD4juga berkontribus
dalam -membantu infiltrasi sel; T _CD8 ke lokasi; tumor (Koido dkk.,
2010).

Pemberian ekstrak kenikir pada D1 dan’ D3 ' menunjukkan hasil
yang- lebih 'tinggi. dibandingan::pemberian/ D2:) Hasil= ini: “berarti
pemberian. ekstrak. kenikir pada D1 dan;D3.beum:; bisa menurunkan
jumlah sel T CD4'IFN-y* dan hasil yang didapatkan tidak
menunj ukkan’adanya beda nyata pada mencit yang sakit. Pemberian
ekstrak' kenikir-pada’' D2 mengalami-penurunan dari ' mencit yang
sakit. Berdasarkan hasil penelitian;ini -dengan menggunakan,3 dosis,
dosis 2 memiliki efek lebih-baik dalam menghambat - proliferas
kanker sehingga menurunkan jumlah'sél T CD4*IFN-y* serta mampu
mengembalikan- kondisi ~sakit “menjadi - 'sehat.- Menurut  Hui dkk:,
(2012) ' :studi- rmenunjukkan ‘bahwa -flavonoid: memiliki:: banyak
manfaat.biologis, seperti.antioksidan, anti-inflamasi . dan. anti-tumor.
Fitokimia pencegahan kanker, terutama, flavonoid . mampu menekan
atau membl okir perkembangan kanker. Menurut Woo & Kim (2013)
flavonoid “memiliki' efek: sebagai ’ penghambat proliferasi: kanker,
salah- satunya .adal ah-dengan ‘menghambat- aktivitas -protein-kinase
yang menghambat jalur transduksi sinyal dari, membran ke sel-inti.
Flavonoid  menghambat “aktivitas reseptor tirosin kinase karena
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peningkatan . aktivitas . reseptor. tirosin.  kinase . berkontribusi.. pada
pertumbuhan sel kanker.

Secara in vivo, 1FN-y akan-mempercepat respon seluler-maupun
humoral.“IFN-y: akan'meningkatkan selT untuk berdiferensiasi. IEN-
y akan memacu sel-T-CD4" untuk berdiferensiasi- ke subset sel Thl
dan_menghambat proliferasi " Th2 pada percobaan dengan mencit.
Efek ini mungkin terjadi karena diperantarai oleh aktivasi sel fagosit
mononuklear ' ~'yang' - melepaskan IL-12" dan/ ‘sel! VT Syang
mengekspresikan reseptor | .-12,(Abbas; 2005):

Sel T. CD4' penting dalam respons_antigen spesifik  primer,
serupa CD8" dengan kemampuan mengembangkan sel “memori
fungsiona -jangka“panjang: Pada imunitas-antitumor, 'sel-T-CD4
penting dalam memelihara fungsi adaptif dari-sel T CD8. Sebaliknya,
sel ' T: CD4 atau. Tregulator. (Treg) penting untuk rmengendalikan
respons imun terhadap antigen (Stumpf dkk, 2009).

4.3 Hasil'Profil CD8'TFN-y"

Berdasarkan-hasil-analisis flow cytometry:yang telah dilakukan
terhadap jumlah relatif sel T CD8'IFN-y”*, menunjukkan adanya beda
nyata antara mencit normal (sehat) ‘dengan mencit yang telah
diinduksi-'olen’ DMBA ' (sakit). Ratarata jumlah populas’ sel =T
CD8'IEN-y" ‘pada mencit normal lebih rendah’ dibandingkan dengan
mencit sakit;: yaitu:pada, mencit normal- memiliki . rata-rata jumlah
relatif sel limfosit T CD8 sebanyak 38,36% sedangkan pada mencit
sakit 'sebanyak-48,68%. Pemberian dosis ekstrak kenikir pada mencit
kanker. payudara menunjukkan: tidak ‘adanya ‘pengaruh!‘atau- beda
nyata padadosis:1/(D1;50 mg/BB), dosis 2 (D2;500mg/BB) maupun
dosis 3 (D3). Dosis 1 (D1) memiliki, rata-rata jumlah relatif sel T
sebanyak 42,10%, dosis 2 (D2) memiliki rata-ratajumlah reatif sel' T
sebanyak 47,73% serta dosis 3 (D3) memiliki rata-rata jumlah relatif
sel ‘T, sebanyak:50,50%. Terjadi: kenaikan jumlah sl T-CD8IEN-y*
pada. mencit :normal; dengan.mencit sakit-dan:terjadi jpenurunan; dari
mencit sakit ke dosis 1 (D1) 1alu terjadi kenaikan'dari dosis 1 (D1)
ke dosis 2 (D2) dandosis'3 (D3) (Gambar 10).
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Gambar:10. Jumlah Relatif Sel T-CD8*IFN-+y". Keterangan - Huruf
yang berbeda menunjukkan beda nyata berdasarkan uji
Duncan :

Sel T €D8'IFN-y" pada mencit normal memiliki'sel T'CD8"IFN-
y'-lebih- sedikit: dibandingkan. dengan ‘mencit | yang: ;sakit; -karena
antigen kanker spesifik. _belum: terbentuk  sehingga belum direspon
oleh “sistem_imun.- Mencit yang sakit memiliki jumlah sa T
CD8*IFN-y*“Iehih tinggi-dibandingkan mencit-yang ‘normal, karena
sal: T: CD8'IFN-y telah teraktivasi dengan adanya antigen -kanker
spesifik sehingga menghasilkanrespon. sistem imun, pada mencit.:Hal
ini_sesuai dengan penelitian Criscitiello (2012), pada mencit normal
jumlahsekres” sitokin proinflamasi cenderung rendah dibandingkan
dengan mencit model” kanker ‘payudara karena pada mencit ‘normal
respon imun-yang di perlukan ‘untuk-melawan lantigen: salah; satunya
berupa;respon imun.inflamasi-oleh sitokin proinflamasi. TNF-o-dan
IFN-y tidak terlalu dibutuhkan. Jumlah relatif sel D1 dengan dosis
paling rendah’ memiliki hasil yang rendah dari ketiga dosis yang-ada.
Dosis 2:(D2), terlihat adanya kenaikan dari' D1 dan/pada D3 terjadi
kenaikan, pula-dari; D1, dan D2.. Hasil :ini- berarti, pada D1, dapat
dikatakan pemberian ekstrak kenikir lebih efektif untuk menghambat
proliferai sel-kanker sehingga menurunkan jumtah'sel T CD8IFN-y*
serta-mampu-mengembalikan kondisi “sakit menjadi’ sehat ' meskipun
tidak-ada beda nyata-antara D1 dengan kondisi 'sehat-maupun sakit.
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Menurut. - Woo.. & Kim (2013) flavonoid. memiliki, efek . sebagai
penghambat . proliferasi kanker, salah satunya adalah dengan
menghambat “aktivitas  protein kinase - yang menghambat - jalur
transduksi' sinyal: dari “membran ke sel-inti: Flavonoid 'menghambat
aktivitas reseptor-tirosin kinase karena peningkatan aktivitas reseptor
tirosin kinase berkontribusi: pada pertumbuhan. sel kanker.

Menurut Eshar dkk (2014) sel yang mengandung antigen tumor
akan 'mempresentasikan'antigen’peptide melal ui“mol ekull MHC kelas
| yang kemudian:béerikatan melalui TER dengan sel /T CD8; sehingga
mengaktivast sel T-CD8 untuk menghancurkan.sel. yang mengandung
antigen tumor tersebut. - Sebagian sel” efektor - berperan dalam
mekanisme” anti- tumor ' ‘adalah” sel ' T-CD8: 'Sdl /limfosit-T-yang
menginfiltrasi jaringan tumor (Tumor| nfiltrating Lymphocyte = TIL)
juga-mengandung sel- T, CD8.yang memiliki-kemampuan melisiskan
sel tumor.

Kekebalan spesifik' 'yang “dimediasi” oleh limfosit ' T sitolitik
diduga berperan-sebagai antikanker. Namun demikian; 'tumor-telah
mengembangkan: berbagai mekanisme seperti downregulasi; mutasi,
atau_hilangnya molekul kelas | HLA _untuk melarikan diri : dari
pengawasan kekebalan berbasis sel T (Gisterek dkk., 2008).
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.2 Kesimpulan

Berdasarkan,, hasil, , yang didapatkan,- -ekstrak . kenikir- yang
diberikan pada mencit yang terindikasi . kanker ;payudara, memiliki
pengaruh nyata pada penurunan jumliah sel T-CD4"IFN-y* namun
belum’ menunjukkan ‘pengaruh-nyata ‘pada’ penurunan jumiah sel’ T
CD8'IFN-y*

5.2 Saran

Perlu -~ adanya ' tambahan " ‘waktu ' ‘‘dalam-’ ' pemberian - terapi
menggunakan tanaman ini serta perlu- di  uji’ pada organ lain selain
limfa.(spleen).
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Lampiran 4
A.'Konsentras:DMBA

Volume pelarut minyak jagung yang digunakan sebagal
pelarut DMBA adalah'0,1 mL/mencit (100uL)

Berikut ini merupakan rumus perhitungan dalam konsentras
DMBA yang dilarutkan‘-menggunakan minyak jagung.

Konsentrasi (mg/mL) = Dosis DMBA (mg/g BB) x BB
rata-rata (g) X jumlah mencit (ekor)

B.. Volume DMBA yangdiinjeksikan

BB ()
Volume (uL) = x 100 pL

BB rata-rata.(g)
C. 'DosisDMBA

Dosis DMBA yang digunakan adalah 0,015 mg/g BB
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