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Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus
penjelasan di setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang
telah dicapai sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian meliputi data, hasil analisis, dan capaian
luaran (wajib dan atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan
tahapan pelaksanaan penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa
gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan
dan terkini.

1. Pengaruh Andaliman pada Kanker Serviks Tikus (Rattus novergicus) dengan AgNOR

Tabel 1. Analisis Kruskal Wallis dan Mann-whitney dengan pewarnaan AgNOR pada jaringan kanker servik
tikus setelah pemberian ektrak metanol buah andaliman

Kelomp Mean Kruskal- Mann-Whitney
ok Rank Wallis K- K+ P1 P2 P3
K- 4,10 0.009° 0.009° 0.009° 0,142
K+ 22,60 0.028° 0.009° 0.009°
P1 18,40 0,000 0.009° 0.009°
P2 13,00 0.009°
P3 6,90

Keterangan: superskrip yang berbeda menunjukkan perberbedaan sigifikan p= 0,000 (p<0,05). K(-): Kontrol
negatif (tikus normal). K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5
ml minyak jagung). P1: Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100 mg/KgBB. P2:
Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker
serviks + ekstrak metanol buah andalman 400 mg/KgBB.

Berdasarkan analisis statistik dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis pada sel kanker serviks dengan
pewarnaan AgNOR yang diinduksi benzoapyren terdapat perbedaan yang signifikan p<0,000. Selanjutnya
dilakukan uji Mann-Whitney untuk melihat perbedaan antar dua kelompok. Tidak ada perbedaan yang signifikan
antara kelompok kontrol negatif dengan dosis andaliman 400 mg/kgBB (P3). Hal itu menunjukkan bahwa dosis
tertinggi pada ekstrak metanol buah andaliman berpotensi untuk memperbaiki jaringan kanker serviks yang
diwarnai dengan AgNOR atau hampir sama dengan kelompok kontrol negatif (K-) ((Tabel 1) dan Gambar 1).
Sejalan dengan penelitian terdahulu menyatakan bahwa pewaranaan AGNOR merupakan alat diagnostik yang
sangat direkomendasikan untuk melihat perubahan karakteristik morfologi jaringan yang dapat membedakan
tumor jinak atau tumor ganas pada kanker payudara. AGQNOR merupakan pewarnaan NOR yang berhubungan
dengan protein, sesuai dengan multifikasi sel. Berdasarkan jumlah AgNOR per kista dapat menjadi marker yang
baik terhadap terjadinya proliferasi sel dalam lesi kista agresif yang memiliki potensial keganasan (1,2) dan
secara langsung peningkatan AgNOR secara progresif sebanding dengan meningkatnya proliferasi aktivitas sel-
sel: cervik normal dan peradangan serviks tanpa dysplasia (3). Penghitungan AgNOR sangat membantu sebagai
penanda terjadinya proliferasi sel, dimana dapat membantu diagnosis melalui papsmear untuk menentukan
tahapan lesi serviks (4)(5) dan kanker payudara (6,7) serta adanya korelasi antara tingginya jumlah rata-rata
AgNOR dengan HPV positif (8). AGNOR ini juga digunakan untuk melihat perubahan dari tumor jinak ke pre
kanker dan ke tumor ganas (9).



Gambar 1. Histologi sel kanker serviks tikus pada pewarnaan AgNOR yang diinduksi dengan benzoapiren. K(-
): Kontrol negative (tikus normal). K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50
mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung). P1: Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100
mg/KgBB. P2: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3:
Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 400 mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi
negatif, panah merah ekspresi positif.

Nayaka, 2020 menyatakan ekstrak famili Zanthoxylum dapat mengurangi dan berpotensi menghambat
mikroorganisme dan sel kanker. Famili Zanthoylum dalam pewarnaan perak dapat menjadi agen anti kanker
yang bernilai ekonomi di masa depan (3) dan Cao, 2019 menyatakan bahwa famili Zanthoxylum dapat
mengurangi inflamasi pada sel endotel dan memperbaiki lesi sel yang akan menjadi kanker. Berdasarkan hal ini
diduga bahwa kandungan andaliman yang merupakan famili zantoxylum dapat memperbaiki lesi sel dan
mencegah pertumbuhan sel kanker (10,11) .

2. Pengaruh Andaliman pada kanker serviks dengan terhadap pewarnaan Haemotxyline-Eousin (HE)

Berdasarkan Gambar 2 pada jaringan kanker serviks terlihat bahwa jaringan serviks normal pada
kelompok kontrol negatif (K-) memiliki lapisan mukosa normal, epitelium dan lapisan intertisial yang teratur.
Jaringan servik pada umumnya dibungkus oleh epitelium skuamosa atau lapisan epitelium. Lapisan mukosa
serviks terdiri dari kelenjar yang meproduksi mucus. Lapisan epitelium mengalami perubahan secara histologi.
Namun induksi benzoapyren menyebabkna terjadinya insersi sel, rusaknya lapisan mukosa, hubungan antar sel
yang menjauh dan terganggunya proses proliferasi pada lapisan epitelium pada kelompok kontrol positif (K+).
Zat karsinogenik mengandung zat-zat yang memicu perkembangan sel-sel normal menjadi sel kanker seperti
benzopyrene. Hal ini menyebabkan tumor di setiap hewan model percobaan melalui makanan, respirasi, atau
kontak dengan permukaan kulit (12). Proses inisiasi karsinogenik benzopyrene dapat terjadi di bagian-bagian
jaringan sekitar dan bahkan jaringan yang jauh dari titik paparan (13) (14).

Pada pemberian ekstrak metanol buah andaliman yang dimulai dari dosis terendah (100 mg/kgBB)
menunjukkan lapisan mukosa mulai teratur dan lapisan epitelium sudah terstruktur walaupun jaringan
interstisial belum sempurna. Ketika dosis ekstrak buah andaliman ditingkatkan (300 — 400 mg/kgBB), lapisan
epitelium mengalami perubahan secara histologi, pematangan sel dan hubungan antar sel semakin rapat, jarang
ditemui nukleus yang membesar dan jaringan sudah semakin membaik seperti kelompok kontrol negatif .

Sejalan dengan penelitian Natasutedja menyatakan bahwa kandungan molekul bioaktif ekstrak daun
Zanthoxylum acanthopodium DC. merupakan terapi komplementer kemoterapi sebagai obat anti kanker (15).
Begitu pula pada penelitian Epifano menyatakan bahwa senyawa kimia kandungan Zantoxylum merupakan
anti-kanker karena mampu mencegah perkembangan sel-sel pada kanker (16). Ekstrak etanol buah andaliman
memiliki aktivitas sebagai anti kanker (17) dan sangat poten untuk menghambat proliferasi sel MCF7 pada
kanker payudara (18). Ekstrak minyak buah, kulit dan daun Zanthoxylum memiliki potensi sitotoksis pada
kanker payudara dan kolorektal manusia melalui mekanisme apoptosis sehingga tanaman ini dapat
dikembangkan sebagai obat anti kanker (19). Ekstrak hidroetanolik dari batang Zanthoxylum menunjukkan
adanya hambatan terhadap lipid peroksidasi dan proliferasi sel sehingga tanaman ini dapat memiliki



kemampuan sebagai aktivitas anti tumor pada kanker payudara tikus (20,21). Kandungan senyawa bioaktif
alkaloid Zanthoxylum dapat menghambat aktivitas proliferasi sel sehingga memiliki potensi kuat sebagai anti
kanker yang perlu dikembangkan (20,22,23).
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Gambar 2. Histologi jaringan serviks dengan pewarnaan Haematoxylin Eosin (HE) staining
(400x magnification), K(-): Kontrol negatif (tikus normal). K(+): Kontrol positif
(Model tikus kanker serviks dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung). P1:
Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100 mg/KgBB. P2: Model
tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model
tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 400 mg/KgBB. MF:Lipatan
mukus, FLE: Lapisan gepeng epitalium, ICT: Jaringan interstisial. Panah merah:
Jaringan kanker, Garis kuning:200 pm.

3. Pengaruh Andaliman terhadapa Ekspresi CDK4 pada kanker serviks tikus

Tabel 2 Analisis Kruskal Wallis dan Mann-whitney ekspresi CDK4 pada jaringan kanker servik tikus setelah
pemberian ektrak metanol buah andaliman (Zantoxylum acanthapodium)

Kruskal- Mann-Whitney

Wallis K- K+

Parameter Kelompok  Mean Rank

P1 P2 P3
0,008° 0,032 0,118

CDK4 K- 4,70
K+ 22,30 -- 0,041° 0,008 0,008
P1 17,90 0,001 -- 0,031 0,016°

P3 9,10

Keterangan: superskrip berbeda signifikan p=0,0001 (p<0,05). K(-): Kontrol negatif (tikus normal). K(+):
Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung). P1:
Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100 mg/KgBB. P2: Model tikus kanker serviks +
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ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah
andalman 400 mg/KgBB.

Ekspresi CDK4 ditandai dengan warna coklat pada Gambar 3. menunjukkan bahwa ekspresi CDK4
pada kelompok kontrol terlihat bahwa histologi jaringan serviks secara kompleks, dimana pitelium skuamosa
mengandung inti sel, sitoplasma dan strom pada kondisi normal. Epitelium skuamosa memberikan informasi
diagnostic yang berhubungan dengan keadaan sel normal dan abnormal. Kelompok tikus model kanker (K+)
menunjukkan kelainan sel yang ditandai dengan pembesaran inti sel, perkembangan struktur yang tidak
terkontrol, dan banyak variasi pada sel inti. Aanalisis ekspresi CDK4 dilakukan karena protein ini akan
berikatan, menghambat protein, perkembangan sel, modulasi divisi sel dan terjadinya tranduksi signal apotosis
melalui jalur instrinsik.

Andaliman dapat menghambat ekspresi CDK4 pada jaringan serviks karena mempunyai atioksidan
tinggi yang dapat menurunkan MDA, anti inflamasi dan meningkatkan HSP-70 (24-27). Fraksi n-hexane
andaliman memiliki kandungan bioaktif dan efektif sebagai anti kanker, menghambat apoptosis dan
menurunkan ekspresi siklin D1 (28). Ekstrak etanol buah tanaman ini mempunyai aktivitas anti radikal tinggi
dibandingkan dengan ekstak aseton dan heksan (29). Berdasartkan uji toksisitas, andaliman mempunyai efek
toksitas rendah dan antioksidan tinggi (30,31). CDK4 sangat penting dalam sel karena CDK4 menjaga sel dari
istirahat atau memicu sel untuk apoptosis serta mencegah sel menjadi kanker ganas (32). Inhibitor CDK4
memiliki aktivitas in vitro terhadap berbagai kanker dan pada pasien telah menunjukkan perannya sebagai
aktivitas antitumor pada kanker payudara, limfoma, sarkoma, dan tumor lainnya (33). Jadi dapat diinformasikan
bahwa manfaat buah andaliman dapat dijadikan sebagai kandidat anti kanker untuk strategi molekuler.

Gambar 3. Histologi sel kanker serviks tikus pada ekspresi CDK4 yang diinduksi dengan benzoapiren.
K(-): Kontrol negatif (tikus normal). K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks
dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung). P1: Model tikus kanker + ekstrak
metanol buah andaliman 100 mg/KgBB. P2: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol
buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah
andalman 400 mg/KgBB.. Panah kuning: ekspresi CDK4 negatif, panah merah ekspresi
CDK4 positif.

Ekspresi CDK4 ditandai dengan warna coklat pada Gambar 3. menunjukkan bahwa ekspresi CDK4
pada kelompok kontrol terlihat bahwa histologi jaringan serviks secara kompleks, dimana pitelium skuamosa
mengandung inti sel, sitoplasma dan strom pada kondisi normal. Epitelium skuamosa memberikan informasi



diagnostic yang berhubungan dengan keadaan sel normal dan abnormal. Kelompok tikus model kanker (K+)
menunjukkan kelainan sel yang ditandai dengan pembesaran inti sel, perkembangan struktur yang tidak
terkontrol, dan banyak variasi pada sel inti. Aanalisis ekspresi CDK4 dilakukan karena protein ini akan
berikatan, menghambat protein, perkembangan sel, modulasi divisi sel dan terjadinya tranduksi signal apotosis
melalui jalur instrinsik.

Andaliman dapat menghambat ekspresi CDK4 pada jaringan serviks karena mempunyai atioksidan
tinggi yang dapat menurunkan MDA, anti inflamasi dan meningkatkan HSP-70 (24,26,34). Fraksi n-hexane
andaliman memiliki kandungan bioaktif dan efektif sebagai anti kanker, menghambat apoptosis dan
menurunkan ekspresi siklin D1 (35). Ekstrak etanol buah tanaman ini mempunyai aktivitas anti radikal tinggi
dibandingkan dengan ekstak aseton dan heksan (31,36). Berdasartkan uji toksisitas, andaliman mempunyai efek
toksitas rendah dan antioksidan tinggi (30). CDK4 sangat penting dalam sel karena CDK4 menjaga sel dari
istirahat atau memicu sel untuk apoptosis serta mencegah sel menjadi kanker ganas (37,38). Inhibitor CDK4
memiliki aktivitas in vitro terhadap berbagai kanker dan pada pasien telah menunjukkan perannya sebagai
aktivitas antitumor pada kanker payudara, limfoma, sarkoma, dan tumor lainnya (33,39). Jadi dapat
diinformasikan bahwa manfaat buah andaliman dapat dijadikan sebagai kandidat anti kanker untuk strategi
molekuler

4. Pengaruh Andaliman terhadapa expresi Cytochrome c (Cytc) pada kanker serviks tikus

Tabel. 3 Kruskal Wallis and Mann-Whitney analysis sitokrom ¢ pada jaringan kanker serviks tikus setelah
pemberian ektrak metanol buah andaliman (Zantoxylum acanthapodium)

Mann-Whitney

Grouns Mean Krusk_al-
’ n Rank Wallis K- K+ P1 P2 P3
K- 6 7.30
K+ 6 4.00
P1 6 12.80 0.000
P2 6 22.60
P3 6 18.30

Gambar 4 Ekskpresi sitokrom C pada histologi kanker serviks tikus. K(-): Kontrol negatif (tikus
normal). K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5
ml minyak jagung). P1: Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100
mg/KgBB. P2: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 200
mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 400



mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi sitokrom ¢ negatif. Panah merah: ekspresi sitokrom ¢
positif

Peningkatan ekspresi sitokrom ¢ dapat dilihat pada Gambar 4. yang ditandai pada panah merah dan
bercak coklat. Peningkatan sitokrom C pada suatu sel menandakan bahwa sel tersebut mengalami hipoksia dan
sebagai penanda apoptosis melalui jalur instrinsik atau lepasnya protein dari mitokondria sehingga
menyebabkan aktivasi protein Haspace sampai menuju kematian sel (40-42). Andaliman (Zantoxylum
acanthapodium) dapat menghambat ekspresi sitokrom c¢ dalam sel serviks karena memiliki kandungan
antioksidan tinggi, menurunkan MDA, anti inflamasi dan meningkatkan HSP-70 (34,35,43). n-Hexanane
andaliman kandungan bioaktif dan efektif sebagai antikanker, menghambat apoptosis dan pengaturan ekspresi
Siklin D1(44). Ekstrak etanol buah andaliman memiliki aktivitas sebagai anti radikal lebih tinggi dibandingkan
dengan ekstrak aseton dan hexan (45). Ekstrak etanol andaliman juga menurunkan ekspresi COX-2, MMP-9,
TNF-0, dan menghambat IL-6, COX-2, TNF-a, MMP-9, Inos, and mRNA (46). Berdasarkan uji toksitas,
disamping memiliki kandungan antioksidan tinggi, tumbuhan memiliki toksisitas yang rendah (47). Dengan
demikian, pemberian andaliman menunjukkan perbedaan yang signifikan setelah induksi benzoapiren pada
serviks tikus.

Peran sitokrom ¢ pada jaringan dapat menjadi respon kematian sel yang distimulasi oleh banyak hal
seperti hipoksia, oksidatif stres dan kerusakan DNA yang dapat mengaktifkan jalur instrinsik. Jalur instrinsik
melibatkan mitokondria karena mengandung faktor pro-apoptotic seperti sitokrom C dan AIF (apoptosis-
induction factor). Keduanya merupakan zat berbahaya yang disimpan di mitokondria (5,47). Walaupun
andaliman mengandung anti-peradangan atau anti-kanker, pemberian dosis yang berlebihan dapat meningkatkan
terjadinya apoptosis sel

5. Pengaruh andaliman terhadap apoptosis pada kanker serviks tikus

Table 4 Kruskal Wallis and Mann-whitney analysis of TUNEL expression pada jaringan kanker serviks setelah
pemberian ekstrak buah andaliman (Zantoxylum acanthapodium)

Kruskal- Mann-Whitney
Groups  n MeanRank "\ i K- K+ P1 P2 P3
K- 6 6.30 0.513 0.156  0.005°  0.005°
K+ 6 7.60 0.309 0.006”  0.006°
P1 6 10.60 0.001 0.009°  0.019°
p2 6 21.90 0.072
P3 6 18.60

Analisis ekspresi TUNEL pada jaringan kanker serviks tikus; superskrip berbeda signifikan p=0,001 (p<0,05),
K(-): Kontrol negatif (tikus normal). K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50
mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung). P1: Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100
mg/KgBB. P2: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model
tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andalman 400 mg/KgBB.



Gambar 5 Ekspresi TUNNEL pada histologi jaringan kanker serviks tikus K(-): Kontrol negatif (tikus normal).
K(+): Kontrol positif (Model tikus kanker serviks dengan BaP 50 mg/KgBB/0,5 ml minyak jagung).
P1: Model tikus kanker + ekstrak metanol buah andaliman 100 mg/KgBB. P2: Model tikus kanker
serviks + ekstrak metanol buah andalman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak
metanol buah andalman 400 mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi negatif. Panah merah: ekspresi
positif.

Berdasarkan Gambar 5 ekspresi postif apoptosis ditandai dengan panah merah dan bercak coklat pada
sel serviks. Pada kelompok kontrol negatif (K-) masih terdapat apoptosis pada jaringan ikat interstisial. Hal ini
juga terdapat pada seluruh perlakuan pemberian ekstrak buah adaliman. TUNEL dapat digunakan untuk
mendeteksi fragmen-fragmen sebagai tanda apoptosis. Gambar 8.2 menunjukkan histologi servik dengan bentuk
ireguler ke dalam gelembung yang disebut dengan tubuh apoptosis. Lingkungan di dalam sel nukleus tampak
terputus dan karyorhexis. Sel-sel menjadi sirkuler (panah merah) karena struktur protein yang membentuk
sitoskeleton yang dicerna oleh enzim peptidase tertentu (caspase), yang telah diaktifkan dalam sel.

Apoptosis disebabkan oleh gangguan oksidasi posporilasi dan transport elektron yang berhubungan
dengan radiasi dan adanya gangguan lain seperti keramides, potensial perubahan sel redox dan turunan Reactive
Oxigen Species (ROS) (48,49), kerusakan DNA yang mendukung ekspresi protein yang dikenal sebagai p53
(50) dan meningkatkan tekanan intraselular ion Ca2+ melalui sinyal transduksi (47). Banyak tanaman yang
mengandung antioksidan yang dapat memperbaiki keruskan jaringan, terutama kerusakan jaringan oleh kanker
serviks. Salah satunya adalah andaliman, tanaman ini memiliki senyawa bioaktif yang memainkan peranan
penting dalam pengobatan kimia kanker melalui jalur apoptosis (42,51). Berdasarkan pada histologi dan indeks
positif (Gambar 5. dan Tabel 4.), herbal ini dapat dikembangkan menjadi kandidat obat kanker serviks. Sejalan
dengan penelitian lain, aktivitas anti-proliferasi distimulasi dengan induksi apoptosis berdasarkan peningkatan
populasi sel sub-G1, fragmentasi DNA, dan perubahan morfologi apotosis yang akan mempengaruhi
pengaturan mMRNA dan ekspresi protein dari p53 dan caspase-3. Sanshool dari Zantoxylum menginduksi
apoptosis melalui jalur mitokondria secara bebas, sehingga sanshool adalah obat anti kanker (52,53). Minyak
esensial Zantoxylum menghambat proliferasi sel HaCaT, menghasilkan induksi apoptosis selular melalui kedua
jalur intrinsik dan ekstrinsik (54).

6. Pengaruh andaliman terhadap ekspresi IL-1p pada kanker serviks tikus

Uji Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan yang signifikan pada semua kelompok (Tabel 5).
Berdasarkan uji tindak lanjut Mann-Whitney, ditemukan perbedaan yang bermakna (p<0,01, p=0,0060) ekspresi
IL1B bila dibandingkan dengan kelompok C+. Pada dosis Zanthoxylum acanthopodium Metanol extract (ZAM)
terendah (100mg/kgBB), tidak signifikan; namun pada dosis 200 dan 400 mg/kgBB terdapat perbedaan
bermakna (p<0,05; p<0,01) dibandingkan dengan kelompok C+. Kelompok C+ memiliki ekspresi ILI1f
tertinggi, sedangkan kelompok terendah adalah kelompok C- dan dosis ZAM 400mg/Kg BB.



Tabel. 5. Analisis statistik ekspresi IL-1p pada perubahan histologis serviks setelah pemberian
Z.acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Groups Mean + SD Kruskal- p value (Mann-Whitney)
Wallis C- C+ ZAM100 ZAM200 ZAM400
C- 12.32+1.28 0.0023 0.0040 0.0032 0.0450
C+ 42.22 +3.23" 0.0600 0.0400 0.0025
ZAM100 37.14+2.23 0.00 0.0450 0.0450
ZAM200 29.21 £ 2.41* 0.0440
ZAM400 16.22 £ 1.98**

C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM200:
Tikus kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM.( ##p<0,01 dibandingkan
C-, *p<0,05 dibandingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).

Gambar 6. Ekspresi IL1p pada kanker serviks setelah
pemberian  Zanthoxylum  acanthopodium
(Sebelah kanan). a: Kontrol, b: Tikus kanker
tanpa pengobatan, c: Tikus kanker + 100mg/Kg
BB ZAM, d: Tikus kanker + 200mg/Kg BB
ZAM, e: Tikus kanker + 400mg/Kg BB.

Kehadiran ekspresi IL1P positif diidentifikasi dalam
nukleus dan sitoplasma dengan pewarnaan hitam
kecoklatan, seperti yang ditunjukkan oleh panah
merah (Gambar 6). Informasi yang paling penting
untuk diagnosis ini adalah inti dan sitoplasma sel,
sedangkan latar belakang dan stroma dihilangkan. Sel
kanker kecil yang hanya dapat dideteksi menggunakan
mikroskop telah menyebar ke kelenjar getah bening
yang berdekatan. Pembesaran inti sel perkembangan
sel yang tidak terkendali, bentuk sel yang tidak
merata, rasio inti sel terhadap sitoplasma yang
signifikan, dan berbagai variasi bentuk inti merupakan
tanda-tanda kelainan sel. Namun, ketika diberikan
ZAM ekspresi IL-B1 mulai turun, dengan nukleus
berwarna hitam, bentuk sel mulai tidak beraturan,
rasio nukleus terhadap sitoplasma mulai seimbang,
dan histologi serviks jaringan mulai membaik, mirip
dengan kelompok C.




Hal ini konsisten dengan nilai serum IL1B yang diperoleh dengan menggunakan pembaca ELISA
(Gambar 6). Ada perbedaan yang signifikan antara kelompok C- dan C+ (p<0,01). Pada dosis 100mg/kg BB,
ekspresi IL1p serum mengalami penurunan namun tidak signifikan (p>0,05) dibandingkan dengan kelompok
C+. Pada serum dengan dosis ZAM 200 dan 400 mg/kg BB terjadi penekanan ekspresi IL1 (p<0,05).

Pemberian ZAM dapat mengurangi ekspresi IL1p, yang mendorong proliferasi sel kanker pada tikus.
Dalam sel jaringan serviks, sel sistem imun bawaan mengenali struktur asing yang tidak ditemukan pada inang
melalui reseptor yang menandakan ekspresi sitokin inflamasi (55). Karena sel-sel kekebalan ini tidak selalu
berkinerja terbaik, mereka membutuhkan bantuan dari dunia luar, seperti lebih banyak antioksidan. ZAM,
antioksidan yang ditemukan dalam plasma dan membran eritrosit, dapat memodifikasi respons yang
memengaruhi messenger second dan produk kaskade asam arakidonat, yang keduanya memiliki dampak
signifikan pada proliferasi sel (56). Reaksi biologis seperti stres oksidatif yang disebabkan oleh kurangnya
antioksidan dalam sel dapat membahayakan komponen seluler, sehingga menimbulkan berbagai penyakit (57).
Pembentukan dan perkembangan kanker disebabkan oleh kerusakan DNA.
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Gambar 8 Ekspresi IL1B pada serum tikus induksi
kanker serviks setelah pemberian andaliman.
C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa
pengobatan, ZAM100: Tikus kanker +
100mg/Kg BB ZAM, ZAM200: Tikus kanker
+ 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus
kanker + 400mg/Kg BB ZAM

Gambar 7 Ekspresi IL1B pada serum tikus induksi
kanker serviks setelah pemberian andaliman.




C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa
pengobatan, ZAM100: Tikus kanker +
100mg/Kg BB ZAM, ZAM200: Tikus kanker +
200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker +
400mg/Kg BB ZAM

Antioksidan dan kanker memiliki hubungan yang sangat erat karena antioksidan telah menjadi
pendekatan terapeutik yang diterima secara luas (58). Mekanisme yang mendasari sebagian besar agen
kemoterapi dan radiasi yang membunuh sel tumor bukanlah peningkatan antioksidan, melainkan peningkatan
radikal bebas yang menyebabkan kerusakan jaringan ireversibel (53,59). Inhibitor antioksidan yang tepat
dan/atau senyawa penghasil radikal bebas dapat menjadi strategi pengobatan kanker yang efektif (28). Selain
antioksidan, herba genus Zanthoxylum memiliki sifat antiinflamasi, analgesik, antinosiseptif, antioksidan,
antibiotik, hepatoprotektif, antiplasmodial, sitotoksik, antiproliferatif, anthelmintik, larvisida, antivirus, dan
antikanker (35,43). Berdasarkan analisis tersebut pemberian ZAM dapat menekan produksi IL1P, yang
mendorong pertumbuhan sel kanker pada tikus.

7. Pengaruh andaliman terhadap ekspresi IL-10 pada kanker serviks tikus

Tabel. 6. Analisis statistik ekspresi IL-1pB pada perubahan histologis serviks setelah pemberian
Z.acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Groups Mean + SD Kruskal- p value (Mann-Whitney)
Wallis C- C+ ZAM100 ZAM200 ZAM400
C- 7218 £ 1.44 0.0025 0.045 0.042 0.050
C+ 16.10 + 2.10% 0.062 0.060 0.045
ZAM100 20.66+2.41 0.00 0.055 0.035
ZAM200 23.88+3.21* 0.020

ZAM400 48.19 + 2.88**

C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM200:
Tikus kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM.(##p<0,01
dibandingkan C-, *p<0,05 dibandingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).

Uji Kruskal Wallis dengan p<0,00 menunjukkan perbedaan bermakna pada semua kelompok (Tabel 6).
Berdasarkan uji tindak lanjut Mann-Whitney, ditemukan perbedaan yang signifikan (p<0,01, p=0,0030) ekspresi
IL-10 jika dibandingkan dengan kelompok C+. Pada dosis Zanthoxylum acanthopodium Methanol extract
(ZAM) terendah (100mg/kgBB), tidak signifikan; namun pada dosis 200 dan 400 mg/kgBB terdapat perbedaan
bermakna (p<0,05; p<0,01) dibandingkan dengan kelompok C+. Kelompok ZAM400 memiliki ekspresi IL1f
tertinggi, sedangkan kelompok terendah adalah kelompok C-+.




Gambar 8. Ekspresi IL-10 pada histologi tikus kanker serviks dengan pemberian andaliman. a: Kontrol, b:

Tikus kanker tanpa pengobatan, c: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, d: Tikus kanker + 200mg/Kg
BB ZAM, e: Tikus kanker + 400mg/Kg BB (Sebelah kanan).

Ekspresi IL-10 yang ditandai dengan inti hitam atau coklat yang meningkat pada kelompok-C dalam
pemeriksaan imunohistokimia (Gambar 8). Karena aktivitas 1L-10 diturunkan dalam lingkungan sel hipoksia,
inti yang diwarnai hitam oleh pewarna imunohistokimia berkurang pada hewan kanker. Dari dosis terendah
hingga tertinggi, terjadi penurunan signifikan pada kanker sel skuamosa serviks. Pembesaran inti sel
menunjukkan kelainan sel.Tidak ada perubahan signifikan dalam klasifikasi histologis tumor serviks setelah
pengobatan ZAM. Dengan menggunakan ELISA, ekspresi IL-10 (Gambar 10.2). Ekspresi IL-10 pada kanker
tikus (C+) lebih rendah (p<0,05, p=0,040) dibandingkan dengan kelompok kontrol (C-). Pemberian ZAM pada
dosis terendah dan tertinggi secara signifikan dapat meningkatkan ekspresi IL-10 (P<0,05).
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Gambar 9. Ekspresi serum IL-10 pada tikus kanker serviks dengan pemberian andaliman. C-: Kontrol, C+:
Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM200: Tikus
kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM

Pemberian ZAM pada tikus kanker serviks meningkatkan ekspresi IL-10, yang menekan pertumbuhan
kanker. Pada pasien kanker, pemberian ZAM telah terbukti melindungi terhadap stres oksidatif yang diinduksi
benzoapyrene. Dalam hal ini, kanker dapat menyebabkan penurunan IL-10 dengan mengurangi stres oksidatif
yang diinduksi benzoapyrene. Peningkatan produksi Reactive Oxygen Species (ROS) dan stres oksidatif telah
dikaitkan dengan apoptosis. Akibatnya, apoptosis berperan dalam patogenesis dan etiologi kanker (25). Peran
fitokimia sebagai antioksidan atau modulator proses karsinogenik dan pencegahan kanker lainnya(35).
Antioksidan dalam ZAM merangsang IL-10, yang menghambat atau menghilangkan respon inflamasi dan
mengatur perkembangan dan diferensiasi sel abnormal. 1L-10 merupakan sitokin yang disekresikan secara luas
oleh monosit yang memiliki efek pleiotrofik pada sistem imun dan inflamasi (56). Sel T, monosit, dan makrofag
dapat dihambat aktivitas dan fungsi efektornya oleh IL-10 (60). Di hadapan ZAM, IL-10 bertindak sebagai anti-
inflamasi utama dalam respon imun alami dan adaptif, mencegah respon inflamasi yang berlebihan dengan
menonaktifkan makrofag dan mediator inflamasi lokal dan sistemik (56,60). Sebenarnya, tubuh memproduksi
sitokinitas ini dalam jumlah besar, membuatnya mudah dideteksi dalam serum. Namun, jika sel-sel abnormal
berkembang biak dalam jumlah besar, kinerja IL-10 terganggu, sehingga memerlukan penggunaan antioksidan
dari luar tubuh. Berdasarkan analisis tersebut diketahui bahwa pemberian ZAM dapat meningkatkan ekspresi
IL-10 pada tikus kanker serviks sehingga menekan pertumbuhan kanker serviks.

8. Pengaruh andaliman terhadap ekspresi TGF-f1 pada kanker serviks tikus

Tabel. 7. Analisis statistik ekspresi TGF-B1 pada perubahan histologis serviks setelah pemberian
Z.acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Groups Mean = SD Kruskal- p value (Mann-Whitney)
Wallis C- C+ ZAM100 ZAM200  ZAMA400
C- 10.30 + 1.77 0.045 0.040 0.040 0.070
C+ 73.89 + 4.03" 0.080 0.060 0.040
ZAM100 30.61+ 3.43" 0.00 0.070 0.035
ZAM200 25.22 + 2.6** 0.020

ZAM400 19.28 + 2.28**

C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM200:
Tikus kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM.(##p<0,01 dibandingkan
C-, *p<0,05 dibandingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).

Uji Kruskal Wallis, seperti ditunjukkan pada Tabel 7, menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan



p<0,00. Berdasarkan nilai rata-rata diketahui terdapat perbedaan ekspresi TGFB1 yang signifikan (p<0,01,
p=0,0030) jika dibandingkan dengan kelompok C-. Pemberian ZAM dari dosis 100 sampai 400 mg/Kg BB
menunjukkan perbedaan yang bermakna (P<0,01) bila dibandingkan dengan kelompok C+. Ekspresi TGFf1
tertinggi ditemukan pada kelompok kanker yang tidak diobati (C+) sedangkan yang terendah ditemukan pada
kelompok kontrol (C-). Sel-sel yang tidak berdiferensiasi dalam kelompok C +, di sisi lain, terbatas pada lapisan
bawah epitel dan mengembangkan fitur mitosis.

Perubahan seluler terbatas pada epitel bawah ditandai dengan penebalan epitel dan peningkatan
ekspresi TGFB1. Ekspresi TGFB1 dalam jaringan kanker menurun seiring dengan meningkatnya dosis ZAM.
Pemberian ZAM (Gambar 10) pada berbagai dosis mengurangi jumlah inti yang diwarnai coklat oleh
imunohistokimia, menunjukkan indeks positif ekspresi TGFB1 dalam jaringan kanker. Karsinoma yang
sebelumnya menyebar tak terkendali pada kelompok kanker yang tidak diobati kini telah melambat dan tidak
lagi berkembang menjadi epitel. Temuan histologi ini konsisten dengan temuan analisis pembaca ELISA dari
tikus kanker serum TGFB1 (Gambar 11.2). Ekspresi serum TGF1 lebih tinggi pada tikus kanker (p<0,05,
p=0,040) dibandingkan kelompok kontrol, tetapi perbedaan ini tidak signifikan ketika diberikan dosis ZAM 100
dan 200mg/Kg BB. Namun, dosis ZAM tertinggi (400mg/kg BB) secara signifikan menekan ekspresi TGFp1
(p<0,05).
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Gambar 10.. Ekspresi TGFB1 pada histologi tikus kanker serviks dengan pemberian andaliman. a: Kontrol, b:

Tikus kanker tanpa pengobatan, c: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, d: Tikus kanker + 200mg/Kg
BB ZAM, e: Tikus kanker + 400mg/Kg BB (Sebelah kanan).

Pemberian ZAM, khususnya pada 400mg/kg BB, dapat menekan ekspresi serum dan histologi TGF1
pada tikus kanker serviks. Disregulasi TGFB1 adalah pendorong utama perkembangan tumor, termasuk
angiogenesis, invasi jaringan, metastasis, dan penekanan kekebalan (61). TGF sebenarnya dapat
mempertahankan homeostasis jaringan dan mencegah tumor pra-kanker berkembang menjadi keganasan dengan



mengatur tidak hanya proliferasi seluler, diferensiasi, kelangsungan hidup, dan adhesi, tetapi juga pensinyalan
TGF lingkungan mikro seluler, di sisi lain, mendorong pertumbuhan dan invasi tumor (62,63). Pada penelitian
ini, ZAM diberikan untuk menekan invasi jaringan, metastasis, dan imunitas. TGFp1 memaksakan homeostasis
dan menekan perkembangan tumor pada sel normal (kelompok-C) baik secara langsung melalui efek penekan
tumor otonom sel atau secara tidak langsung melalui penekanan peradangan dan mitogen yang diturunkan dari
stroma. Ketika sel abnormal menjadi kanker, sitokin ini kehilangan respon supresi tumornya (46). Sel kanker
menggunakan TGFB1 untuk keuntungan mereka dengan memulai penghindaran kekebalan, memproduksi faktor
pertumbuhan, berdiferensiasi menjadi fenotipe invasif, dan membangun dan memperluas koloni metastatik (60).
Akibatnya, pemberian antioksidan sangat penting untuk memulihkan fungsi awal TGFB1 dalam sel.
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Gambar 11. Ekspresi serum TGFB1pada tikus kanker serviks dengan pemberian andaliman. C-: Kontrol, C+:
Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM200: Tikus
kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM

9. Pengaruh Andaliman Terhadap Ekspresi VEGFR1 Pada Kanker Serviks

Pemberian ZAM dapat menekan ekspresi serum VEGFR1 dan memperbaiki histologi. Pada kanker,
ekspresi VEGFR1 yang tinggi dapat disebabkan oleh peroksidasi lipid karena kurangnya antioksidan.
Peroksidasi lipid sangat penting dalam regulasi pembelahan sel. Radikal bebas oksigen dosis rendah yang
disebabkan oleh kurangnya antioksidan dapat merangsang proliferasi sel sekaligus menginduksi sitotoksisitas
dan kematian sel. Pemberian ZAM dapat memperbaiki histologi pada tikus kanker serviks karena antioksidan
yang terdapat pada Andaliman, seperti alkaloid, glikosidia, tanin, fenol, dan flavoid, memiliki sifat antiinflamasi
dan antikanker (34,43).

Penggunaan antioksidan selama pengobatan kanker telah terbukti mengurangi efek samping toksik.
Intervensi antioksidan bermula dari fakta bahwa tanaman, seperti andaliman herbal, mengandung antioksidan
dan dikaitkan dengan pengobatan kanker dengan sedikit efek samping (25,35). Kemampuan herbal untuk
melindungi terhadap kerusakan DNA dapat ditunjukkan dengan mengukur kerusakan. Perkiraan tingkat latar
belakang dalam sel untuk oksidasi DNA bervariasi lebih dari tiga kali lipat tergantung pada metode yang
digunakan. Dimungkinkan untuk menunjukkan pengurangan kerusakan oksidatif setelah suplementasi dengan
antioksidan dari herbal menggunakan uji biomarker untuk oksidasi DNA (58).



D. STATUS LUARAN: Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran
tambahan (jika ada) yang dijanjikan. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan intelektual,
hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus
didukung dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi
isian jenis luaran yang dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran
tambahan melalui BIMA.

Buku sedang dalam prose editing dan publikasi artikel sedang dalam proses review.
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E. PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (untuk
Penelitian Terapan, Penelitian Pengembangan, PTUPT, PPUPT serta KRUPT). Bukti pendukung realisasi
kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti
dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui BIMA.

1. Pemeliharaan hewan coba, pembuatan hewan model kankers serviks, dan interevnsi pemberian ekstrak
metanol buah andaliman dilakukan di Animal House FMIPA USU.

2. Pembuatan ekstrak metanol buah andaliman dilakukan di Lab. Penelitian Universitas Metodis
Indonesia dan pemeriksaan HE dan AgNOR

3. Pembuatan IHC dilakukan di Lab PA RS. Murni Teguh Medan.

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama
melakukan penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan
penelitian dan luaran penelitian tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan.

Sampai saat ini tidak ada kendala ditemukan



G. RENCANA TAHAPAN SELANJUTNYA: Tuliskan dan uraikan rencana penelitian di tahun berikutnya
berdasarkan indikator luaran yang telah dicapai, rencana realisasi luaran wajib yang dijanjikan dan
tambahan (jika ada) di tahun berikutnya serta roadmap penelitian keseluruhan. Pada bagian ini
diperbolehkan untuk melengkapi penjelasan dari setiap tahapan dalam metoda yang akan direncanakan
termasuk jadwal berkaitan dengan strategi untuk mencapai luaran seperti yang telah dijanjikan dalam
proposal. Jika diperlukan, penjelasan dapat juga dilengkapi dengan gambar, tabel, diagram, serta pustaka
yang relevan. Jika laporan kemajuan merupakan laporan pelaksanaan tahun terakhir, pada bagian ini dapat
dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai.

Penelitian di tahun selanjutnya sejalan dengan penelitian pada tahun pertama, namun terdapat
perbedaan pada beberapa antibodi sitokin yaitu:VEGFR1, VEGFR2, INK2, JNK1, -catenin,
dan CDK14 (Gambar dibawah berikut).
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Tikus dibagi menjadi lima kelompok. Kelompok K- sebagai kelompok kontrol, Kelompok
K+ adalah tikus model kanker, kelompok P1 adalah tikus model kanker dengan dosis 100mg
/ BW ZAM, kelompok P2 adalah tikus model kanker dengan dosis ZAM 200 mg/BW, dan
kelompok P3 adalah tikus model kanker dengan dosis 400 mg/BW ZAM selama 30 hari
pemberian (3). Tikus dibedah pada hari ke 30 setelah pemberian ZAM, serviks diambil,
disiapkan blok parafin untuk pewarnaan imunohistokimia (Gambar dibawah berikut)
kemudian data akan dilakukan dengan uji statistik yang sesuai dengan menggunakan SPSS
24, yang dinyatakan sebagai mean + SD dan dianalisis dengan uji Anova dan data non
parametrik akan diuji dengan uji Kruskal Wallis dan uji lanjutan Man Witney.
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Pada Tahap ini peneliti sedang menunggu luaran tahun ini yang sudah disubmit dan sedang
dalam proses review. Untuk luaran tahun selanjutnya, Luaran Wajib berupa jurnal terindex
Scopus Q2, Journal of Pharmacy & Pharmacognosy Research (JPPRes) (ISSN 0719-4250)
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