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BAB 1
PENDAHULUAN

Tumbuhan yang berpotensi untuk dijadikan obat di Indonesia sangat
berlimpah namun belum banyak dimanfaatkan, hal ini merupakan aset
Indonesia yang perlu dikembangkan. Potensi yang dimiliki Indonesia ini
belum semua tereksplorasi maupun terdokumentasi dengan baik untuk
digunakan dalam pengembangan obat bagi manusia. Oleh sebab itu obat
tradisional tumbuhan Indonesia masih perlu digali, diteliti, dikembangkan
dan diinventarisasi. Perlu dilakukan penelitian tentang tumbuhan yang
berpotensi sebagai obat dan pengetahuan tentang bahan aktif yang terdapat
pada tumbuhan serta fungsi dan prosesnya di dalam tubuh. Selain mudah
diperoleh, obat tradisional yang berasal dari tumbuhan umumnya tidak
memiliki efek samping, harganya relatif murah dan lebih mudah didapatkan
bila dibandingkan dengan obat-obatan sintetis. Potensi tumbuhan lokal yang
bermanfaat untuk kesehatan masih banyak yang belum dikaji dan beberapa
tumbuhan sudah diteliti yang memiliki manfaat bagi kesehatan dan salah satu
adalah tumbuhan andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.) baik buah dan
daunnya. Andaliman merupakan tanaman yang termasuk genus Zanthoxylum,
famili Rutaceae. Buah andaliman telah lama digunakan masyarakat Suku Batak
Toba sebagai bumbu masakan atau sebagai campuran masakan berbagai jenis
makanan, seperti ikan mas naniarsik, natinombur, dan saksang. Masakan yang
menggunakan buah andaliman umumnya lebih tahan lama (Parhusip, 2006).
Istilah atau sebutan buah andaliman di Sumatera Utara juga berbeda pada
setiap suku seperti pada Suku Batak Toba menyebutnya ittir-ittir, Suku Batak
Karo menyebutnya “tuba” dan orang Jepang menyebutnya “sansho” (Kristanty
and Suriawati 2015). Buah andaliman mengandung senyawa-senyawa yang
bersifat antioksidan seperti flavonoid yang bermanfaat sebagai pelindung bagi
sel-sel miokardium dengan menghambat aksi dari DOX sebagai iron chelation,
aktivitasantioksidan, dan menghambat karbonil reduktase. Andaliman memiliki
kandungan antioksidan seperti tiol atau asam askorbat (vitamin c) (Sayuti
and Yenrina, 2015). Buah Zanthoxylum telah digunakan untuk mengobati
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nyeri, muntah, diare, askariasis, dan pengobatan eksim topikal, anestesi, obat
perut, dan gatal-gatal di Cina (Xiang et al., 2016). Buah andaliman memiliki
senyawa kimia golongan alkaloid, flavonoid, tanin, glikosida, steroid, terpenoid
(Fauzi et al., 2015; Nababan, 2012) dan benzophenthridine, pyranoquinoline
alkaloid, kwarter isoquinoline alkaloid, alkaloid aporphyrine dan beberapa
jenis lignan. Rasa khas andaliman didominasi oleh aroma jeruk yaitu limonene
dan citronellol karena kandungan minyak asiri yang terkandung di dalamnya,
di mana sebagian besar merupakan golongan terpenoid, yaitu geranyl asetat.
Komponen lainnya adalah 8-myrcene, 8-ocimene, linalool dan E-1-decenal
(Katzer, 2012).

Ekstrak andaliman bersifat infertilitas (Batubara et al., 2017) dan
potensi untuk dikembangkan sebagai ko-kemoterapi untuk kanker payudara
(Anggraini et al., 2014) serta memiliki efek kardioprotektif (Sihotang et al.,
2016a). Penelitian Moektiwardoyo et al., (2014) mengungkapkan bahwa
menghirup minyak esensial buah andaliman memberikan pengaruh yang
berbeda dan berfungsi sebagai aktivitas lokomotor. Studi Hasibuan et al.,
(2016) menemukan bahwa ekstrak buah andaliman memiliki potensi kuat
untuk dikembangkan sebagai ko-kemoterapi pada kanker payudara.

Manfaat kandungan tumbuhan andaliman baik dari daun, buah dan
batang mengandung beberapa zat yang berguna untuk kesehatan seperti hasil
studi bahwa kandungan zat kimia buah andaliman dapat berfungsi sebagai:
antibakteri, antifungal, analgesik, antioksidan, antibiotik, antiinflamasi, dan
anti proliferasi (Negi et al.,, 2011). Seperti yang sudah diungkapkan oleh
peneliti lain bahwa fraksi alkaloid buah andaliman memiliki potensi sangat kuat
sebagai antioksidan (Rosidah et al., 2018; Syari et al., 2019; Yam and Asmawi,
2008). Kristanty and Suriawati, (2014) mengungkapkan bahwa minyak ekstrak
buah andaliman aktif sebagai xanthine oxidase inhibitor dengan 1C50 9,9 pg/
mL dan memiliki aktivitas sitotoksik pada sel T47D dengan IC,  149,4 pg/mL.
Kandungan senyawa bioaktif ekstrak andaliman memiliki efek sitotoksisitas
yang poten terhadap sel kanker serviks (Fauzi et al., 2015).

Antioksidan merupakan molekul yang mampu memperlambat atau
mencegah proses oksidasi molekul. Oksidasi adalah reaksi kimia yang dapat
menghasilkan radikal bebas, sehingga memicu reaksi berantai yang dapat
merusak sel. Antioksidan seperti tiol atau asam askorbat (vitamin C) yang
memiliki reaksi berantai. Hasil studi lain menyatakan bahwa dengan pemberian
ekstrak andaliman memberi pengaruh yang signifikan terhadap peningkatan
jumlah sel leukosit tikus yang berdampak terhadap sistem immunostimulan
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(Purba and Sinaga, 2017). Sistem imun yang baik sangat diperlukan tubuh
agar dapat melawan berbagai penyakit yang berkembang pada masyarakat
sekarang ini. Jika sistem imun bekerja dengan baik, sistem ini akan melindungi
tubuh terhadap infeksi bakteri dan virus serta menghancurkan sel kanker.
Salah satu upaya pencegahan penyakit adalah peningkatan daya tahan tubuh
yaitu dengan meningkatkan efektivitas sistem imunitas tubuh supaya sel-sel
imun dapat terus melawan penyebab penyakit dan tubuh dapat terhindar
dari berbagai penyakit. Respons imun diperlukan untuk tiga hal yaitu 1) perta-
hanan tubuh terhadap mikroorganisme; 2) homeostasis terhadap eliminasi
komponen-komponen tubuh yang sudah tua dan; 3) pengawasan terhadap
penghancuran sel-sel yang bermutasi terutama yang menjadi ganas (Purba
and Sinaga 2017). Beberapa strategi terapi untuk penanganan inflamasi sudah
luas dan dilaporkan, dengan menghambat pertumbuhan bakteri patogen atau
menekan ekspresi sel-sel immun yang berlebihan (Yanti et al., 2011).

Kanker adalah sekelompok besar penyakit yang dapat terjadi di hampir
setiap organ atau jaringan tubuh ketika sel-sel abnormal tumbuh tidak
terkontrol. Istilah lain yang digunakan untuk kanker adalah tumor ganas dan
neoplasma. Terjadinya pertumbuhan sel-sel abnormal dapat menyerang
bagian-bagian tubuh dan menyebar ke organ lain, proses ini disebut dengan
metastasis. Metastasis merupakan penyebab kedua kematian secara global
dan diperkirakan sebesar 9.6 juta kematian, atau satu dari enam kematian
pada tahun 2018. Kanker yang paling umum terjadi pada pria adalah kanker
paru-paru, prostat, kolorektal, perut dan hati. Sementara kanker yang umum
menyerang pada wanita adalah kanker payudara, serviks, kolorektal, paru-paru,
otak dan tiroid (WHO, 2018). Sekitar 70% kematian oleh karena kanker terjadi
di negara berpenghasilan rendah dan menengah. Sekitar sepertiga kematian
disebabkan oleh lima (5) risiko yang berhubungan dengan faktor perilaku dan
diet ketat seperti: indeks massa tubuh tinggi, rendahnya asupan buah-buahan
dan sayuran, kurangnya aktivitas fisik, penggunaan tembakau, dan alkohol
(WHO, 2020).

Kanker serviks adalah tumor ganas yang tumbuh di dalam serviks bagian
terendah rahim yang menempel pada cabang atas dari vagina dan 90% berasal
dari sel skuamosa yang melapisi serviks dan 10% sisanya dari sel serviks bagian
dalam saluran serviks daerah rahim (Halimatusyaadiah, 2014; Handayani and
Suharmiati 2012; Sakthi, 2013). Kanker serviks merupakan kanker yang banyak
menyerang wanita berusia 35-55 tahun (Halimatusyaadiah, 2014) dan saat ini
menduduki urutan kedua dari penyakit kanker yang menyerang wanita di dunia
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dan urutan pertama untuk wanita di negara-negara yang sedang berkembang
(Emilia et al., 2013). Kanker serviks, paling sering diinduksi oleh infeksi Human
Papiloma Virus (HPV) pada lebih dari 99% kasus (Li et al., 2018) dan terutama
berawal dari perilaku hidup yang salah, melakukan hubungan seks secara
dini. llter et al., (2010) mengemukakan lebih dari 100 jenis HPV, 40 % berhu-
bungan dengan penyakit anogenital dan sekitar 60% dianggap sebagai risiko
tinggi terjadinya kanker serviks. Faktor risiko utama terjadinya kanker serviks
di dunia terjadi karena akibat penggunaan tembakau, peminum alkohol, diet
tidak sehat dan aktivitas fisik yang tidak seimbang serta faktor lain yang belum
ditemukan. Beberapa infeksi kronik juga merupakan faktor risiko terjadinya
kanker serviks dan infeksi dengan HIV secara substansial meningkatkan risiko
terjadinya kanker serviks (WHQO, 2018). Infeksi dengan beberapa HPV menye-
babkan terjadinya kanker termasuk kanker serviks, kanker kepala dan leher,
kanker vulvar, kanker vagina, kanker penis dan kanker anus. Sejauh ini, lebih
dari 150 jenis HPV telah diidentifikasi di mana sekitar 50% dan 20% HPV16
dan HPV18 masing-masing bertanggung jawab sebagai penyebab terjadinya
kanker serviks. Infeksi HPV terjadi lebih jelas karena respons imun yang rendah.
Infeksi yang menetap sangat meningkatkan risiko terjadinya karsinogenesis.
Pemahaman mekanisme HPV menyebabkan kanker dapat membantu pence-
gahan dan pengobatan penyakit. Kanker serviks diperkirakan berkembang
melalui langkah proses yang kompleks dan melibatkan virus, gen supresor
tumor, protoonkogenesis dan faktor imunologi (Chen, 2015). Penyebab terja-
dinya kanker dipengaruhi oleh banyak faktor yang masih harus diselidiki dan
perlu penelitian-penelitian yang lebih lanjut (Xiao et al., 2015).

Berdasarkan data Badan Kesehatan Dunia (WHO), 630 juta perempuan
terjangkit penyakit kanker serviks dan setiap hari 600 nyawa perempuan di
dunia terenggut olehnya (WHO, 2018). Setiap tahun ada 500.000 kasus baru
kanker serviks di dunia (Soebachman and Agustina, 2015). Setiap tahun ada
500.000 kasus baru kanker serviks di dunia. Pada tahun 2012, ada perkiraan
527.624 kasus baru dan 265.672 kematian karena kanker serviks dan 85% dari
kematian ini terjadi di Afrika sub-Sahara (Nakisige et al., 2017).

Di negara maju, angka kejadian kanker serviks sekitar 4 % dari seluruh
kejadian kanker pada wanita, sedangkan di negara berkembang, seperti Asia
Selatan dan Asia Tenggara angka tersebut mencapai di atas 15%. Angka di
Amerika Latin dan Afrika Sub-Sahara sama dengan angka di Asia. Diperkirakan
angka kejadian kanker serviks di Filipina (age-standardized rate (ASR:20,9 per
100.000), Thailand (ASR: 19,8), dan Vietnam (ASR: 20,2) (Emelia, 2013).



Sementara menurut data Yayasan Kanker Indonesia, angka preva-
lensi wanita pengidap kanker serviks di Indonesia tergolong tinggi. Kasus
baru ditemukan dengan jumlah kematian mencapai 40-45 orang setiap hari.
Adapun jumlah wanita yang berisiko terserang kanker serviks mencapai 48
juta orang. Oleh sebab itu, Indonesia termasuk negara dengan insiden kanker
serviks tertinggi di dunia, dengan kemungkinan 66% meninggal dari setiap
kasus tersebut (Soebachman and Agustina, 2015; Halimatusyaadiah, 2014).
Adi, 2014 dan Imam, 2009 menyatakan bahwa kasus baru kanker di Indonesia
berjumlah 2.429 dari total kasus kanker di Indonesia sehingga Indonesia
merupakan peringkat satu, yaitu 25,91 % dari keseluruhan kanker. Terjadinya
kanker serviks pada wanita dipengaruhi oleh salah satu faktor rendahnya
tingkat pengetahuan wanita tentang kanker serviks (Simanullang, 2018) dan
pap smear sebagai deteksi dini pencegahan kanker serviks (Simanullang,
2018b). Sitologi serviks dan diagnosis kanker serviks pada wanita yang lebih
tua dapat dilakukan untuk mencegah kanker serviks dan menurunkan angka
kematian pada wanita (Landy et al., 2015).

Berbagai strategi terapi pengobatan kanker serviks telah dilakukan di
antaranya dengan menggunakan terapi bedah, radioterapi, dan kemoterapi
maupun kombinasi ketiganya, namun hasilnya relatif belum optimal. Terapi
pembedahan bersifat terbatas karena hanya dapat diterapkan pada penderita
kanker serviks stadium awal dan penderita usia muda yang telah kehilangan
fertilitasnya, sedangkan radioterapi dan kemoterapi sering menimbulkan efek
samping yang berat (Fujimoto, 2019). Sejumlah penelitian telah menunjukkan
bahwa peningkatan konsumsi diet nabati yang teratur dapat mengurangi
risiko terjadinya kanker. Oleh karena itu, banyak studi yang saat ini difokuskan
pada temuan senyawa bioaktif baru dari sumber alami dan sejumlah besar
produk alami yang telah dievaluasi mempunyai potensi kemopreventif (Lin
et al., 2018). Oleh karena itu para ilmuwan mencari potensi produk alami
sebagai obat untuk menyembuhkan penyakit kanker dan merupakan tujuan
penting dalam mengatasi masalah kesehatan pada manusia (Chou et al., 2011;
Khatimah and Muhammad, 2019).

Pada pertumbuhan kanker ada beberapa protein yang berperan
dalam proses onkogenesis seperti CDK4, sitokrom ¢ dan apoptosis. CDK4/6
merupakan inhibitor yang memiliki potensi sebagai target terapeutik pada
sel squamos kanker (Kalu and Johnson, 2017) di mana dapat menghambat
proliferasi dan induksi apoptosis pada kanker serviks manusia melalui invitro
dan invivo. Mekanisme CDK4/6-cyclin D-retinoblastoma protein-E2F adalah
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mekanisme penting untuk mengontrol siklus sel dan disregulasi salah satu
faktor kunci untuk pengembangan kanker termasuk kanker serviks. Ribociclib
adalah salah satu inhibitor selektif CDK4/6 dan merupakan pendekatan baru
yang menunjukkan potensi yang menjanjikan sebagai strategi yang baik untuk
terapi kanker pada manusia (Xiong et al.,, 2019). CDK4 berhubungan erat
dengan patogenesis kanker serviks sehingga protein ini disarankan untuk
dijadikan sebagai kandidat penanda tumor patologis baru untuk kanker serviks
(Song et al., 2012).

Sitokrom C adalah komponen penting dari rantai transportasi
elektron untuk sintesis Adenosin Tripospat (ATP). Sitokrom C merupakan
transportasi larutan elektrik yang sangat berhubungan dengan membran
di dalam mitokondria. Mitokondrial signaling pathway merupakan sebuah
jalur apoptosis utama melalui keterlibatan dalam pelepasan sitokrom c yang
menginduksi faktor apoptosis mitokondria melalui Bcl-2/Bax axis (Kao et al.,
2018) sehingga dengan demikian akan mengaktifkan apoptosis eksekutor.
Oleh karena itu, sitokrom c mungkin terlibat dalam inisiasi dan perkembangan
kanker. Penelitian Kadam and Abhang, (2015) menyatakan serum sitokrom
¢ merupakan sebuah indikator yang tepat terjadinya kematian sel melalui
ukuran tumor yang berkurang jika dibandingkan dengan siklus pertama pada
saat melakukan kemoterapi.

Apoptosis adalah mekanisme biologi yang merupakan salah satu jenis
kematian sel terprogram. Apoptosis digunakan oleh organisme multisel
untuk membuang sel yang sudah rusak dan tidak diperlukan oleh tubuh.
Perkembangan tumor dipengaruhi oleh keseimbangan antara proliferasi,
apoptosis dan diferensiasi. Hal ini dapat dinilai dengan parameter biologis
untuk perkembangan tumor, antara lain melalui penilaian pada perubahan
proliferasi, apoptosis, dan diferensiasi. Peningkatan proliferasi menunjukkan
terjadinya peningkatan keganasan tumor. Penurunan apoptosis menunjukkan
adanya kegagalan lokal dalam mekanisme melawan perkembangan kanker dan
menunjukkan terjadinya peningkatan metastasis. Apoptosis-inducing factor
(AIF) and endonuclease G (EndoG), bersamaan dengan mitokondrial protein
preapoptosis, dilaporkan adanya translokasi nukleus yang menyebabkan
oligonukleosamal fragmentasi DNA selama mediasi kaspase independen
kematian sel (Jaudan et al., 2020). Penelitian Wang et al., (2020) menyatakan,
PIF1 helicase bisa mengaktifkan proliferasi, meningkatkan laju fase G2/M
dan menekan apoptosis kanker serviks dengan ekspresi telomerase sehingga
temuan baru ini menyediakan dasar secara teoretis penemuan obat baru
melawan kanker serviks.

6 |


https://id.wikipedia.org/wiki/Biologi
https://id.wikipedia.org/wiki/Organisme

BAB 2
ANDALIMAN
(Zanthoxylum acanthopodium DC.)

2.1 Deskripsi dan Sistematika Andaliman

Indonesia adalah negara yang memiliki keanekaragaman tumbuhan
berlimpah. Sumatera Utara adalah salah satu daerah di Indonesia yang
mempunyai keanekaragaman rempah dari berbagai jenis tumbuhan. Salah satu
jenis rempah yang menjadi khas bumbu masakan makanan Sumatera Utara dan
pemanfaatannya masih digunakan sampai sekarang sebagai komoditas primer
adalah andaliman. Di Indonesia, andaliman ditemukan di daerah Sumatera
Utara akan tetapi belum dimanfaatkan sebagai tanaman obat-obatan seperti
halnya di negara-negara lain. Andaliman ditemukan di daerah Sumatera utara
terutama di Parbuluan, Kabupaten Dairi, Siborong-borong, dan Kabupaten
Tapanuli Utara. Tanaman ini mempunyai biji yang sering dimanfaatkan sebagai
bumbu masak terutama untuk masakan tradisional suku Batak. Selain di
Negara Indonesia khususnya di Sumatera Utara, andaliman yang termasuk
dalam famili Rutaceae (keluarga jeruk-jerukan) juga terdapat di negara lain
seperti di India, Cina, dan Tibet (Asbur and Khariunnisyah, 2018).

Secara umum, buah andaliman digunakan sebagai bumbu masakan khas
tradisional Suku Batak Toba seperti naniarsik, naniura dan saksang (Purba,
2006). Andaliman, masuk dalam famili Rutaceae dan saat ini diperhitungkan
menjadi sumber senyawa aromatik dan minyak esensial. Tanaman andaliman
merupakan salah satu tumbuhan rempah yang banyak terdapat di daerah
Kabupaten Toba Samosir dan Tapanuli Utara, Sumatera Utara ditemukan
tumbubh liar di daerah Tapanuli dan digunakan sebagai rempah pada masakan
adat Batak Angkola dan Batak Mandailing (Wongso, 2012).

Buah andaliman mengandung senyawa aromatik dengan rasa pedas
dan getir yang khas. Jika dimakan meninggalkan efek menggetarkan alat
pengecap dan menyebabkan lidah terasa kebas. Jepang juga memiliki rempah-
rempah yang hampir sama dengan andaliman yang disebut dengan sansho



(Zanthoxylum piperitum DC) dan memiliki bentuk yang mirip dengan aroma
buah andaliman. Selain itu, di beberapa negara, ada rempah-rempah yang
dikenal sebagai Z. simulans, dan Z. bungeanum Maxim yang memiliki aroma
dan senyawa volatil yang juga mirip dengan andaliman. Andaliman adalah
tanaman liar dan sulit tumbuh di pertanian atau lahan baru bukaan di hutan
belantara. Andaliman tidak ditanam, seperti cabai, merica, dan sayuran
lainnya. Biasanya tanaman ini tumbuh secara alami yang berasal dari biji yang
disebarkan oleh burung-burung (setelah makan buah-buahan andaliman)
(Asbur and Khariunnisyah, 2018).

Andaliman merupakan tanaman liar yang tumbuh pada ladang atau
lahan bukaan baru di hutan, memiliki daya kecambah yang rendah, tumbuh
alami dari biji yang disebarkan oleh burung. Petani juga memperoleh bibit
secara tidak sengaja dari lokasi bekas pembakaran di daerah tanaman yang
sudah tua. Andaliman tumbuh di habitat pada daerah berketinggian 1500
m di atas permukaan laut, curah hujan 2500 mm per tahun dan temperatur
15-18 °C. Pohon andaliman memiliki tinggi mencapai 5 m, di mana batang
dan cabangnya memiliki duri. Memiliki bunga lengkap dengan panjang + 3
mm, dan memiliki bunga majemuk berbatas 5-7 daun kelopak, 5-6 benang
sari, dan 3—4 putik masing-masing dengan 1 bakal biji, tanpa daun mahkota.
Bunga yang menjadi buah muncul di ranting, cabang atau batang utama.
Buahnya berbentuk bulat kecil berwarna hijau seperti lada (merica) dan jika
sudah tua akan berwarna merah. Tiap buah memiliki satu biji yang berwarna
hitam. Permukaan atas daun hijau berkilat dan permukaan bawah hijau muda
atau pucat, daun muda permukaan atas hijau dan bawah hijau kemerahan
(Kristanty and Suriawati, 2015).

2.2 Klasifikasi Andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.)

Ada tiga jenis andaliman yang dapat ditemukan di Provinsi Sumatra
Utara, yang terkenal di Sihorbo, Simanuk, dan Sitanga. Ketiga jenis iniumumnya
ditemukan di daerah Tapanuli, Tobasa, dan Dairi. Secara spesifik, andaliman
dari Sihorbo memiliki buah yang lebih besar, kurang beraroma, dan jumlahnya
sedikit. Andaliman dari Simanuk memiliki buah yang lebih kecil, lebih tajam
aroma dan rasa, dan jumlah produksi yang lebih besar. Sementara andaliman
dari Sitanga memiliki rasa buah yang sangat khas tetapi aromanya kurang
(Natasutedja et al., 2020).

Sistematika tumbuhan andaliman secara lengkap sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
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Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Subkelas : Rosidae

Ordo : Sapindales

Famili : Rutaceae

Genus : Zanthoxylum

Spesies : Zanthoxylum acanthopodium DC.

Gambar 2.1 Tanaman, daun dan buah andaliman (dokumentasi pribadi)

Senyawa Bioaktif Andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.)

Andaliman adalah etnis tanaman yang termasuk genus Zanthoxylum,
famili Rutaceae. Andaliman diidentifikasi mengandung flavonoid, alkaloid
terpene, alkaloid benzophenthridine, pyranoquinoline alkaloid, kwarter isoqu-
inoline alkaloid, alkaloid aporphyrine dan beberapa jenis lignan (Kristanty
and Suriawati 2014, 2015). Rasa khas andaliman adalah karena minyak asiri
yang terkandung di dalamnya, di mana sebagian besar merupakan golongan
terpenoid, yaitu geranyl asetat (35%), dan didominasi oleh aroma jeruk yaitu
limonene dan citronellol. Komponen lainnya adalah 8-myrcene, 8-ocimene,
linalool dan E-1-decenal (Katzer, 2012). Buah Andaliman mengandung banyak
senyawa-senyawa yang bersifat antioksidan. Flavonoid adalah senyawa aktif
sebagai pelindung sel-sel miokardium dengan menghambat aksi Doxcorubicin
(DOX) sebagai kelasi zat besi, aktivitas antioksidan, dan menghambat karbonil
reduktase. Alkaloid memiliki potensi sebagai aktivasi antioksidan. Doxcorubicin
(DOX) adalah kelas anthracycline yang paling efektif dan antineoplastic broad-
spectrum luas yang digunakan sebagai anti kanker pada berbagai jenis kanker
termasuk kanker payudara tetapi penggunaan secara klinis ireversibel kardi-
otoxik. Dox mempunyai efek samping dan menyebabkan kematian nomor
tiga pada pasien kanker (Sihotang et al., 2016b). Buah-buahan dan biji-bijian
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dari spesies Zanthoxylum, terutama ekstrak, telah dipelajari sebagai aktivitas
antioksidan. spesies Zanthoxylum memiliki potensi sebagai agen antitumor,
karena beragam zat-zat yang diperoleh dari beberapa spesies ini menun-
jukkan memiliki kandungan senyawa aktivitas kuat sebagai sitotoksik terhadap
berbagai sel tumor. Buah andaliman dikenal sebagai rempah-rempah dalam
masyarakat Batak yang dapat digunakan untuk menghilangkan bau ikan dan
daging mentah, telah dilaporkan memiliki aktivitas antiinflamasi dan aktivitas
antioksidan. Inti dari buah-buahan yang berasal dari minyak asiri sebagian
besar terdiri dari terpenoid dan komposisinya bervariasi antar spesies.
Minyak esensial dari Zanthoxylum menunjukkan adanya penghambatan yang
kuat terhadap pertumbuhan jamur miselium dan secara in vitro dan in vivo
memiliki aktivitas sebagai antitumor. Mekanisme ini dianggap berhubungan
dengan aktivitasnya sebagai antioksidan yang dapat menghambat pemben-
tukan oksigen radikal bebas atau Reaction Oxygen Species (ROS) yang akan
merusak sel-sel dan memulai terjadinya kanker (Kristanty and Suriawati
2014, 2015; Negi et al., 2011). Andaliman telah dilaporkan mempunyai efek
yang bermanfaat bagi kesehatan beberapa dari kandungan bioaktif senyawa
andaliman berfungsi sebagai aktivitas antioksidan, antimikrobial, antipenuaan,
dan antijerawat (Natasutedja et al., 2020).

Tabel 2.1 Kandungan metabolit sekunder andaliman (Zanthoxylum acantho-
podium) dan bioaktivitasnya

No Metabolit Sekunder Aktivitasnya Literatur

1 | Flavonoid, alkaloid terpene, | Flavonoid adalah senyawa | (Sihotang et al,
alkaloid benzophenthridine, | aktif sebagai pelindung bagi | 2016b); (Kristanty
pyranoquinoline alkaloid, | sel-sel miokardium dengan | and Suriawati,
kwarter isoquinoline alkaloid, | menghambat aksi dari Doxco- | 2014)
alkaloid aporphyrine dan be- | rubicin (DOX) sebagai kelasi zat
berapa jenis lignan besi, aktivitas antioksidan, dan

menghambat karbonil reduk-
tase. Alkaloid memiliki potensi
sebagai aktivasi antioksidan.

2 | Andaliman mengandung asi- | untuk menghambat bakteri | (Katzer, 2012;
ri golongan terpenoid, dan | merupakan salah satu kriteria | Kristanty and Suri-
limonene serta citronellol. | pemilihan suatu senyawa un- | awati 2014)
Komponen lainnya adalah | tuk diaplikasikan sebagai pen-

B-myrcene, B-ocimene, linalool | gawet bahan pangan. Memiliki
dan E-1-decenal aktivitas antiinflamasi dan akti-
vitas antioksidan
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No

Metabolit Sekunder

Aktivitasnya

Literatur

Andaliman mengandung asiri
golongan terpenoid, dan limo-

Minyak esensial dari Zanthox-
ylum menunjukkan pengham-

(Kristanty and Suri-
awati 2014)

nene batan yang kuat dari pertum-
buhan jamur miselium dan
secara in vitro dan in vivo akti-

vitas antitumor.

4 | Alkaloid dan minyak esensial
(Cumarin)

Larvisida, antiinflamasi, si-
totoksik, analgesik, antinosi-
septif, antioksidan, antibiotik,
hepatoprotektif, antiplasmodi-
al, antelmintik, anti-virus dan
anti jamur

(Negi et al., 2011)

2.3 Khasiat Andaliman

Selain manfaat dan khasiat andaliman sebagai bumbu pada masakan
khas Batak Toba Sumatra Utara (Batubara et al., 2017) maka andaliman juga
digunakan sebagai tuba dalam penangkapan ikan (Sabri, 2007). Secara ilmiah
telah dilakukan penelitian manfaat dan khasiatnya bagi dunia kesehatan atau
kedokteran. Beberapa peneliti seperti Xiang et al., (2016) menemukan manfaat
dan khasiat andaliman seperti di Cina, di mana andaliman dapat digunakan
sebagai pengobatan untuk mengatasi: nyeri, muntah, diare, askariasis, dan
pengobatan eksim secara topikal, obat sakit perut, serta penghambat zat
alergen. Zanthoxylum spesies juga memiliki potensi sebagai agen antitumor,
karena beragam zat-zat yang diperoleh dari beberapa spesies ini menunjukkan
aktivitas kuat sebagai citotoksik terhadap berbagai sel tumor (Kristanty and
Suriawati 2014;2015). Berdasarkan hasil pemeriksaan histopatologi pada hati
tikus dengan pewarnaan Haemoxylin dan Eosin (H&E), kelompok kontrol yang
diobati dengan CMC Na 0,5% tidak tampak menyebabkan kerusakan sel-sel
otot jantung (bentuk normal) dan batas antara sel-sel otot serabut jantung
jelas dan teratur. Dalam kelompok DOX tampak perdarahan, serat otot jantung
tidak teratur, serat otot fragmentasi, dan pyknosis. Jaringan sel-sel otot
jantung sangat rentan terhadap radikal bebas. Radikal bebas yang dihasilkan
dari DOX bereaksi dengan asam lemak tak jenuh membentuk lipid perok-
sidase. Akibatnya, struktur membran lipid bilayer berubah dan menyebabkan
kerusakan sel disertai dengan kematian sel. Menurut hasil yang diperoleh, EEZ
potensi sebagai kardioprotektif terhadap penurunan cTnT dan tingkat CK-MB
serta melindungi cardiomyocite (Sihotang et al., 2016a). Hasil studi menun-
jukkan bahwa kombinasi Ethylacetate Zanthoxylum acanthopodium DC. EEZ
dengan doxorubicin memberikan efek penghambatan pada pertumbuhan sel
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lebih tinggi daripada pengobatan tunggal doxorubicin pada sel T47D, sehingga
potensi untuk dikembangkan sebagai ko-kemoterapi untuk penghentian siklus
sel kanker payudara (Anggraini et al., 2014; Masyithah et al., 2015).
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BAB 3
KANKER SERVIKS

3.1 Definisi Kanker Serviks

Kanker Serviks adalah tumor ganas yang tumbuh di dalam leher
serviks bagian terendah dari rahim yang menempel pada puncak vagina
(Halimatusyaadiah, 2014). Blackadar, (2016) dan Rozi, (2016) mengemukakan
bahwa kanker serviks merupakan kanker yang menyerang area serviks yaitu di
bagian bawah rahim yang menghubungkan rahim dengan vagina. Kanker rahim
merupakan salah satu sindrom imunodefisiensi yaitu, orang dengan HIV yang
akan berkembang dengan kanker rahim dianggap memiliki AIDS. Disarankan
bahwa untuk mencegah HPV ketika kontak dengan kulit genital maka dengan
penggunaan kondom dapat mengurangi risiko kanker serviks (Mcgraw and
Ferrante, 2014).

Gambar 2.2 Kanker serviks; posisi kanker di bagian serviks
(http://charitashospital.com/)

3.2 Etiologi Kanker Serviks

Penyebab kanker serviks tidak diketahui secara pasti, tetapi terdapat
beberapa faktor risiko yang mempengaruhi terjadinya kanker serviks yaitu:
HPV, merokok, hubungan seksual pertama dilakukan pada usia dini, berganti-
ganti pasangan seksual, pemakaian DES (Dietilstilbestrol) pada wanita hamil
untuk mencegah keguguran, gangguan sistem kekebalan, pemakaian pil KB,
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infeksi herpes genitalis atau infeksi clamida menahun, golongan ekonomi
lemah (karena tidak mampu melakukan pemeriksaan pap smear secara rutin
(Alexandrov et al., 2013; Okunade, 2020; Soebachman and Agustina, 2015).
Faktor risiko lain yang menyebabkan terjadinya kanker serviks seperti:
1) (HPV) adalah virus penyebab kutil genitalia (Kondiloma akuminata) yang
ditularkan melalui hubungan seksual. Varian virus HVP yang sangat berbahaya
adalah HPV tipe 16, 18, 45 dan 56. Sekitar 90-99% jenis kanker serviks
disebabkan oleh HPV. 2) Tembakau dalam rokok bisa menurunkan sistem
kekebalan tubuh dan mempengaruhi kemampuan tubuh untuk melawan
infeksi HPV pada serviks. 3) Seorang perempuan semakin muda melakukan
hubungan seks, maka semakin besar risiko untuk terkena kanker serviks, di
mana sperma yang mengandung komplemen histon dapat bereaksi dengan
sel DNA dalam serviks. Sperma yang bersifat alkalis dapat menimbulkan hiper-
plasia dan neoplasia sel pada serviks. 4) Perilaku seksual yang berganti-ganti
pasangan seks (6 orang atau lebih) akan meningkatkan penularan penyakit
kelamin dan memiliki risiko tinggi terkena kanker serviks menjadi 10 kali lipat
jika dibandingkan dengan wanita yang mempunyai pasangan seksual hanya satu
orang. 5) Pemakaian pil KB. Penggunaan kontrasepsi oral dilaporkan mening-
katkan insiden NIS (Neoplasia Intraepitelial Serviks), meskipun tidak langsung
diduga mempercepat perkembangan progresivitas lesi kanker. Pemakaian pil
KB lebih dari 6 tahun meningkatkan risiko terjadinya kanker serviks. Penjelasan
yang rasional atas fenomena ini, karena kontrasepsi oral menginduksi epitel
kolumnar pada wanita, yang dapat menurunkan kadar asam folat darah
sehingga terjadi perubahan megaloblastik sel epitel leher rahim dan dapat
meningkatkan efek ekspresi onkoprotein virus. 6) Suamiyang tidak disirkumsisi.
Telah diketahui bahwa frekuensi kanker serviks pada wanita Yahudi jauh lebih
rendah dibandingkan dengan wanita kulit putih lainnya karena laki-laki Yahudi
wajib dilakukan sirkumsisi. Mereka menduga bahwa persetubuhan dengan
laki-laki yang tidak disirkumsisi lebih banyak menyebabkan kanker serviks
karena kebersihan penis tidak terawat, di mana terdapat kumpulan-kum-
pulan mikroorganisme pada penis. Tanda dan gejala fluor albus (keputihan)
merupakan gejala yang sering ditemukan di mana cairan yang keluar dari
vagina ini makin lama akan berbau busuk akibat infeksi dan nekrosis jaringan
yang akan memicu terjadinya pertumbuhan tumor yang akan mengarah terja-
dinya ulserasi. Perdarahan yang dialami segera setelah bersenggama (disebut
sebagai perdarahan kontak) merupakan gejala karsinoma kanker serviks dan
kasusnya mencapai sekitar 75-80% kasus (Mcgraw and Ferrante, 2014).
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3.3  Manifestasi Klinis Kanker Serviks

Pada tahap awal, terjadinya kanker serviks tidak ada gejala-gejala khusus.
Biasanya timbul gejala berupa ketidakteraturan siklus haid, amenorhea, hiper-
menorhea, dan seringnya keluar sekret vagina atau bahkan terjadinya perda-
rahan intermenstrual, post koitus serta saat latihan berat. Perdarahan yang
khas terjadi pada penyakit ini yaitu darah yang keluar berbentuk mukoid dan
rasa nyeri dapat dirasakan menjalar ke ekstermitas bagian bawah dari daerah
lumbal (Imam, 2009).

Pada tahap lanjut, gejala yang mungkin dan biasa timbul lebih berva-
riasi, sekret vagina berwarna kuning, berbau dan terjadinya iritasi vagina
serta mukosa vulva. Perdarahan pervagina akan makin sering terjadi dan nyeri
makin progresif. Gejala lebih lanjut meliputi nyeri yang menjalar sampai kaki,
hematuria dan gagal ginjal akibat terjadinya obstruksi ureter. Perdarahan
rektum dapat terjadi karena penyebaran sel kanker sebagai tanda dan
gejala penyakit lanjutan (Al-darwish et al., 2014; Okunade, 2020). Adapun
tanda-tanda klinis terjadinya kanker serviks yang lebih serius secara umum
adalah: adanya keputihan disertai darah secara terus menerus dan berbau,
adanya pendarahan setelah melakukan hubungan seksual, nafsu makan yang
menurun, berat badan yang terus menurun, anemia karena pendarahan yang
sering timbul dan rasa nyeri pada panggul (Mwaka et al., 2016; Emilia, 2013).

3.4 Faktor Risiko Kanker Serviks

Wanita yang melakukan hubungan seksual dan pertama hamil di bawah
umur 17 tahun memiliki risiko menderita kanker serviks 2 kali lipat diban-
dingkan dengan wanita yang hamil pertama kali pada usia 25 tahun ke atas
(Alexandrov et al., 2013; Deverakonda and Gupta 2016). Tanda dan gejala ini
sering tidak diketahui oleh wanita, disebabkan oleh karena kurangnya penge-
tahuan wanita tentang kanker serviks dan pencegahannya (Simanullang and
Sitopu 2020).

Infeksi menular seksual HPV adalah merupakan faktor risiko yang
terkuat untuk terjadinya kanker serviks. Ada beberapa faktor risiko yang berhu-
bungan dengan infeksi HPV dan kanker serviks. 1) Melahirkan lebih dari empat
kali, dan riwayat infeksi menular seksual lainnya misalnya, klamidia, human
immunodeficiency virus (HIV), herpes simplex. 2) Wanita dengan pola hidup
tidak sehat, berat badan berlebihan, jarang mengkonsumsi buah-buahan dan
sayur-sayuran memiliki risiko tinggi terkena kanker serviks. 3) Sistem kekebalan
tubuh rendah dan wanita dengan daya tahan tubuh lemah misalnya karena
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menjalani terapi yang dapat menurunkan daya tahan tubuh seperti pengo-
batan kanker, penyakit autoimun lebih berisiko terjadinya mengidap kanker
serviks. 4) Wanita yang memiliki keluarga mengidap kanker serviks, maka
memiliki risiko tinggi untuk terkena kanker serviks (WHO, 2018).

3.5 Stadium Kanker Serviks

Stadium kanker serviks (kanker serviks) menurut The International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) sebagai berikut: Stadium
| disebut juga Karsinoma yang masih terbatas di serviks, belum mencapai
uterus, Stadium 1A disebut juga karsinoma mikroinvasif, yaitu sel yang
bersifat kanker yang telah menembus membran basalis serviks, tetapi belum
menyebar. Stadium 1B meliputi sel-sel yang bersifat kanker telah menembus
melebihi 5 mm dan membran basalis dan saluran getah bening dapat terkena.
Stadium 2a, meliputi kanker telah menyebar ke sebagian vagina. Stadium 2 B,
meliputi kanker telah menyebar ke jaringan sekitar serviks. Stadium 3, di mana
kanker tersebut telah mengenai ke vagina bagian bawah dan dinding panggul.
Sedangkan stadium 4, kanker yang telah menyebar keluar area genital dan
telah mengenai ke organ-organ terdekat (Adi, 2014; Cohen et al., 2019).

3.6 Patofisiologi Kanker Serviks

Siklus hidup HPV tidak jauh berbeda dengan virus DNA lainnya. Tahap
awal siklus hidup HPV dimulai dengan terpaparnya virus pada sel pejamu.
Paparan ini terjadi karena adanya luka atau lesi pada lapisan epitel sel pejamu.
Setelah terpapar dengan sel, virus kemudian akan melekat pada sel pejamu
melalui reseptor yang terdapat di permukaan sel pada lapisan basal epitel
(Simmonds et al., 2017). HPV merupakan penyebab utama terjadinya kanker
serviks yang dapat menyebabkan infeksi pada sel-sel epitel serviks, adanya
abrasi atau luka pada jaringan epitel. Abrasi ini menjadi titik masuk HPV ke
dalam sel epitel bagian basal (Evriarti and Yasmon, 2019). Sel-sel epitel pada
bagian basal merupakan sel-sel epitel yang belum matang dan masih terus
berproliferasi. Ekspresi gen HPV semakin lengkap seiring dengan peningkatan
maturasi dari sel pejamu Saat menginfeksi sel basal, HPV kurang reproduktif
(replikasi virus terjadi sangat lamban namun konstan) (Kane and Golovkina,
2010). Pada fase ini, belum muncul perubahan yang abnormal pada sel. Saat
sel-sel epitel pejamu matang dan tidak lagi berdiferensiasi, replikasi genom
HPV meningkat dan gen E6 dan E7 yang mengkode onkoprotein dan gen L1
dan L2 yang mengkode protein struktural mulai diekspresi. Tahapan ini dimulai
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dengan terjadi perubahan yang abnormal pada sel (immortal cells) dan
terbentuk virion baru dalam jumlah besar yang akan menginfeksi sel epitel
lainnya yang masih normal. Akan tetapi, perubahan yang terjadi masih dalam
skala yang sangat kecil (CIN tahap |) dan respons imun sebenarnya masih dapat
mengeliminasi infeksi pada tahap ini. Namun bila terjadi toleransi, infeksi HPV
akan menjadi persisten (Alba and Rodriguez-Cerdeira, 2014; Wardak, 2016).
Infeksi HPV yang persisten akan menyebabkan lesi makin meluas dan makin
invasif (CIN tahap Il dan CIN tahap Ill). Pada CIN tahap I, genom HPV belum
terintegrasi secara sempurna pada sel pejamu bahkan sebagian ada yang
tidak terintegrasi dalam genom sel pejamu. Namun, pada CIN tingkat tinggi,
DNA HPV sudah terintegrasi sempurna ke dalam genom sel pejamu (Kane and
Golovkina, 2010). Integrasi ini menyebabkan terganggunya atau terhapusnya
gen pengkode protein E2. Sehingga akibatnya, fungsi protein E2 sebagai
regulator transkripsi protein E6 dan E7 terganggu. Hal tersebut menyebabkan
peningkatan ekspresi protein E6 dan E7 (Wardak, 2016). Kedua protein ini
menghalangi regulasi siklus sel dengan cara mengikat dan menginaktivasi dua
protein supresor tumor yaitu protein p53 dan retinoblastoma (pRb) di mana
kedua protein ini akan menginfeksi sel-sel epitel lainnya yang masih normal dan
menyebabkan terjadinya perubahan pada struktur sel (Evriarti and Yasmon,
2019). Akan tetapi, perubahan yang terjadi masih dalam skala yang sangat
kecil (CIN tahap 1) dan respons imun sebenarnya masih dapat mengeliminasi
infeksi pada tahap ini. Namun bila terjadi toleransi, infeksi HPV akan menjadi
persisten (Alba and Rodriguez-Cerdeira, 2014; Wardak, 2016).

Protein E6 yang terdiri atas 150 asam amino berikatan dengan protein
seluler E6 berasosiasi dengan protein (E6-AP) membentuk kompleks enzim
Ubiquitin Ligase. Kompleks enzim ini menyebabkan degradasi dari p53
(Ibeanu, 2011). Degradasi dari p53 menyebabkan aktivitas normal dari p53
dengan memberhentikan siklus sel setelah fase G1, apoptosis, dan perbaikan
DNA tidak terjadi (Simmonds et al., 2017). Selain itu, protein E6 juga berperan
menginduksi protein c-myc untuk memicu aktivitas enzim telomerase.
Akibatnya sel akan menjadi immortal karena telomernya tidak mengalami
pemendekan (Simmonds et al., 2017; Wardak, 2016).

Protein E7 terdiri atas 100 asam amino membentuk kompleks dengan
protein RB yang hipofosforilasi menyebabkan gangguan pada kompleks pRB
dan faktor transkripsi seluler E2F1 (Evriarti and Yasmon, 2019; Simmonds et
al., 2017). Akibatnya, faktor transkripsi E2F-1 bebas dan terlepas dari untai
DNA, sehingga terjadi transkripsi gen yang dibutuhkan untuk masuk ke

17 |



dalam fase S dalam siklus sel dan menghalangi apoptosis dari sel pejamu.
Sel pejamu menjadi immortal dan terus membelah tanpa terkontrol (You et
al., 2015). Pada keadaan normal, perubahan pada sel akan memicu respons
imun sehingga kelainan pada tahap ini dapat diatasi dan sel-sel abnormal
diapoptosis (Nagata and Tanaka, 2017). Secara alamiah sel yang terinfeksi virus
akan melepaskan interferon (IFN) tipe 1 seperti IFN-a dan IFN-B. Interferon
menghambat replikasi virus pada sel pejamu dan mengaktifkan Natural Killer
(NK) (Sasagawa et al., 2012; Savira, 2018). Akan tetapi HPV menghasilkan
protein E6 dan E7 yang dapat menghambat regulasi transkripsi dari faktor
regulator interferon 3 untuk mengaktivasi interferon beta sehingga memba-
talkan respons awal dari sistem imun bawaan terhadap infeksi virus. E7 juga
mengikat faktor regulator interferon 1 untuk mencegah aktivasi dari interferon
alfa dan beta (lbeanu, 2011; Wardak, 2016). Selain itu, protein E6 dan E7 juga
menghambat translokasi makrofag ke titik yang terinfeksi virus dengan cara
menghambat regulasi Monocyte chemotactic proteinl (MCP-1), suatu senyawa
kemotaksis (Sasagawa et al., 2012; Stanley, 2012). Normalnya senyawa ini
akan dilepaskan oleh sel keratin yang terinfeksi virus sehingga makrofag akan
bermigrasi ke sel yang terinfeksi (Stanley, 2012). Makrofag akan teraktivasi bila
berikatan dengan komponen virus, seperti materi genetik dari virus (Alba and
Rodriguez-Cerdeira, 2014). Makrofag yang teraktivasi akan melepaskan sitokin
inflamatori, leukin atau interferon. Senyawa yang dilepaskan makrofag akan
memicu TNF-a maupun antibodi untuk membunuh HPV. Protein E5 dari HPV
juga berperan dalam mendukung infeksi persisten HPV (Moody and Laimins,
2010; Savira, 2018). Protein E5 menyebabkan penurunan regulasi reseptor sel
NK (Savira, 2018). Penurunan regulasi reseptor mengakibatkan sel NK tidak
dapat menempel pada reseptornya sehingga aktivitasnya dalam mengeli-
minasi sel kanker akan menurun (Ibeanu, 2011). Penurunan aktivitas sel NK
menyebabkan beberapa sitokin yang dapat memicu respons imun adaptif
tidak disekresi (Savira, 2018).

Pada tahap lebih lanjut, respons imun yang terbentuk pada penderita
kanker serviks justru makin menguntungkan bagi virus untuk tetap ada dan
berkembang. Halini dikarenakan, protein-protein yang disintesis oleh virus HPV
menghambat regulasi terbentuknya sistem imun adaptif melalui penurunan
aktivitas APC (agen precenting cel) (Stanley, 2012; Wardak, 2016). Salah satu
APC yang sangat penting dalam respons imun adaptif adalah sel dendritik.
Sel dendritik berperan mengubah sel T pasif menjadi sel T aktif. Kegagalan sel
dendritik mempresentasikan antigen HPV pada sel T menyebabkan toleransi
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imun terhadap HPV (Savira, 2018). Sel dendrit yang dapat mempresentasikan
antigen pada sel T adalah sel dendrit yang matur (dewasa). Sel dendrit yang
imatur (tidak memiliki reseptor B7) tidak dapat menstimulasi pengaktifan sel
T. Meskipun mampu mengaktifkan sel T melalui sekresi II-10 dan TGF-B, yang
terbentuk adalah sel T regulator yang justru merepresi sistem imun (Stark and
Zivkovi¢, 2018).

Proses replikasi dan pelepasan HPV dari sel induk juga tidak terjadi,
sehingga tidak menyebabkan terjadinya pelepasan molekul antiinflamasi.
Infeksi HPV yang tidak bergejala merupakan hal yang normal pada wanita yang
memiliki imun tubuh yang kuat. Meskipun demikian, rata-rata infeksi dapat
muncul dalam kurun waktu satu tahun (Ibeanu, 2011). Oleh sebab itu, persisten
dan progresi lesi dari sebagian kecil pasien yang terinfeksi HPV tidak diketahui
penyebabnya dengan pasti (Evriarti and Yasmon, 2019; Ibeanu, 2011).
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Gambar 2.3 Patogenesis kanker serviks; HVP menginfeksi sel mukosa serviks

dan DNA virus yang mengandung genom kanker masuk ke sel basal dan
beberapa minggu kemudian terjadi replikasi virus di sel epitel. Kemudian 10
tahun—30 tahun kemudian DNA HVP berintegrasi menjadi sel tumor pada

DNA induk. Namun hanya 0,8 % yang berkembang menjadi kanker dan
selebihnya menjadi invasif (Evriarti and Yasmon, 2019; Ibeanu, 2011).

genome Whan calsing cancar.

3.7 Pencegahan Kanker Serviks

Pencegahan kanker serviks adalah dengan menghindari segala risiko
untuk terjadinya kanker serviks seperti: tidak berganti-ganti pasangan seksual,
tidak melakukan hubungan seksual pada usia yang sangat muda, menghindari
merokok, melakukan vaksinasi, rutin melakukan deteksi dini dengan melakukan
Pap Smear rutin terutama pada wanita yang telah menikah atau wanita yang
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berusia lebih dari 30 tahun. Wanita harus mulai melakukan tes Pap Smear
minimal satu kali dalam tiga tahun setelah mereka mulai melakukan hubungan
seksual. Untuk wanita dengan usia di atas 30 tahun di samping telah melakukan
tes Pap Smear setiap 3 tahun sekali harus ditambah tes HPV DNA. Deteksi dini
dengan IVA (Inspeksi Visual Asam Asetat), banyak mengonsumsi buah-buahan
dan sayuran (Cohen et al., 2019; Handayani and Suharmiati, 2012).

3.8 Signaling Pathway in Cervical Cancer

Pasien kanker lebih dari setengah menerima radioterapi selama dalam
pengobatan, dan terapi ini merupakan terapi yang paling efektif untuk kanker
serviks di tingkat lanjut. Radiasi ioning mengarah ke banyak perubahan sel
seperti pada tingkat membran plasma melalui aktivasi beberapa reseptor,
sementara radiasi ionisasi mengaktifkan signal pathway pada inti sel sebagai
tanda adanya kerusakan DNA, yang menghasilkan koordinat jaringan trans-
duksi sinyal jalur apoptosis, respons stres, penghentian siklus sel dan pengak-
tifan proses perbaikan DNA. Radiasi ionisasi juga dapat menginduksi terjadinya
apoptosis melalui spesies oksigen radikal bebas. Apoptosis adalah tanda
utama kematian sel yang diprogram, dan ditandai oleh serangkaian perubahan
morfologi, termasuk kondensasi inti sel DNA, penyusutan sel dan fragmentasi
DNA (Khalilia et al., 2018).

Ekspresi HPV yang berlebihan dari oncoproteins E6 dan E7 akan
merangsang onkogen utama untuk transformasi sel pada kanker serviks. Risiko
tinggi degradasi induksi protein E6 merupakan pengaturan siklus sel penting
seperti protein utama p53 dan PDZ, sedangkan protein E7 tampak tidak akan
mengaktivasi protein retinoblastoma (pRB) (Merion et al., 2014).

Beberapa HPV, seperti HPV16 dan HPV18, merupakan HPV18 yang
paling umum berhubungan dengan kanker. HVV, mengkode dua gen akhir yaitu
protein L1 dan L2 danenam gen awal E1, E2, E4, E5, E6 dan E7. Meskipun E1, E2
dan protein L1 dan L2 penting untuk semua HPV, ekspresi protein HPV lainnya
bervariasi dalam setiap HPV yang berbeda. Misalnya, HPV 101, 103 dan 108
tidak mengkode protein E6, sementara HPV31 mengekspresi E8. Protein HPV
ini mempertahankan replikasi, amplikasi dan pelepasan virus. Di antaranya
E5, E6 dan E7 adalah onkogen utama yang mengaktifkan proliferasi sel induk
untuk memfasilitasi proses amplifikasi virus. Penelitian menunjukkan bahwa
E7 menyiapkan terjadinya pengabadian sel, sementara E6 dapat mening-
katkan pengaruh E7, yaitu E6 dan E7 dapat bekerja sama untuk mengabadikan
sel epitelial utama manusia. Pengaruh efektif E6 dan E7 dapat dijelaskan
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oleh target capaian dengan metode yang berbeda. Penghambatan E6 akan
meningkatkan tumor protein 53 (p53) tapi tidak protein retinoblastoma (pRb),
sementara hasil penghambatan E7 akan meningkatkan protein retinoblastoma
(pRb) tetapi bukan p53. E5 juga merupakan onkoprotein di mana memberikan
signal pathway untuk meningkatkan efek E6 dan E7. Meskipun E6 dan E7
bersama-sama tidak mencukupi, tetapi membutuhkan pengenalan dari faktor
risiko kanker lainnya untuk pembentukan tumor (Chen, 2015).

819
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Gambar 2.4 Jalur mekanisme pengaturan E6/P53; penghambatan E6 akan
meningkatkan tumor protein 53 (p53) dan penghambatan E7 akan mening-
katkan protein retinoblastoma (pRb) (Chen, 2015).

Peningkatan proliferasi sel-sel abnormal adalah salah satu karakter-
istik utama terjadinya kanker. Meskipun tidak semua bahwa hiperproliferasi
itu disebabkan oleh kanker, tetapi peningkatan proliferasi sel dapat memfa-
silitasi terjadinya mutasi gen untuk proses karsinogen. Proliferasi sel adalah
disebabkan pertumbuhan sel dan diatur oleh bagian siklus sel. Siklus sel ini
terdiri dari empat fase yaitu G1, S, G2 dan M. Setiap dari siklus sel diatur
oleh famili serin/threonin protein kinase bersifat heterodimer yang terdiri
dari sebuah CDK (catalytic) dan sebuah cyclin (regulatory). E6 dan E7 dapat
mempengaruhi cyclin ini melalui jalur yang bervariasi untuk mengaktifkan
proliferasi sel. E6 dapat mengaktifkan Akt/myc pathway dan menurunkan
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p1l6 untuk meningkatkan cyclin D. Peningkatan cyclin B1 oleh E6 juga telah
dilaporkan mengaktifkan fase G2. HPV 16 E7 dapat meningkatkan cyclin A
dengan berinteraksi secara langsung (Chen, 2015).
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Gambar 2.5 HPV, Siklus sel dan proliferasi sel; Siklus sel terdiri dari 4 fase
yang diatur oleh protein kinase CDK dan cycline yang akan mempengaruhi E6
dan E7 untuk mengaktifkan proliferasi sel (Chen, 2015).

Penelitian lain juga mengatakan bahwa jalur Wnt memegang peranan
terjadinya kanker. Jalur transduksi sinyal Wnt untuk mengontrol homeostasis
jaringan sel, pembentukan jaringan, proliferasi dan fenomena biologis lain
melalui pengembangan embrio dan kehidupan membuat dewasa menjadi
salah satu jalur cepat berkembang yang paling penting. Proto-oncogene Int-1
adalah yang pertama diidentifikasi gen Wnt-terisolasi dari tikus pada tahun
1982 dan bernama Wnt1. Persyaratan Wnt dimulai dari pembelahan pertama
zygote dan terus sampai dewasa yang dapat menyebabkan penyakit seperti
kanker, diabetes tipe-2, penuaan yang tidak teratur. Protein Wnt 40 kDa dalam
ukuran sangat teramati terdiri dari glikoprotein cysteine dan memiliki peran
dalam membentuk gradiasi konsentrasi yang berhubungan dengan perkem-
bangan jaringan (Klaus and Birchmeier 2008; Zhan et al. 2017).

LGR5 dapat meningkatkan aktivitas jalur Wnt/B-catenin dalam sel
kanker serviks. Ekspresi LGR5 berkorelasi positif dengan ekspresi gen target
jalur Wnt/B-catenin pada kanker serviks manusia. LGR5 mempromosikan
tumorigenesis, mempercepat proliferasi sel, dan mengaktifkan jalur Wnt/j-
catenin. LGR5 mempromosikan proliferasi sel dan tumorigenesis dengan
mengaktifkan jalur Wnt/B-catenin dengan penyumbatan dengan DKK-1,
penghambat pensinyalan Wnt/B-catenine, menghasilkan penghambatan yang
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signifikan dari proliferasi sel kanker serviks yang diinduksi oleh LGR5. Setelah
diaktifkan, protein LGR5 merekrut reseptor LRP-Frizzled kompleks, yang
berikatan dengan ligan Wnt dan memperkuat pensinyalan Wnt setelah fosfo-
rilasi LRP. Serangkaian langkah terjadi, termasuk akumulasi 8-catenine, yang
ditranslokasi ke nukleus dan bersama dengan gen TCF/LEF sebagai faktor trans-
kripsi, meningkatkan ekspresi gen terkait sekitarnya, yang akhirnya mengarah
kepada kerusakan DNA yang menyebabkan aktifnya jalur persinyalan p53 pada
perkembangan kanker serviks (Chen, 2015; Chen et al. 2014).

Protein E6 dari HPV-16 and 18 akan mengakibatkan inaktivasi gen p53
melalui mekanisme pengikatan yang disebut ubiquitin-dependent proteolytic
pathway (E6AP), sehingga akan terjadi penurunan kadar protein p53 (wild type)
Gen p53 adalah gen yang mengkode phosphoprotein inti sel seberat 53 kDa,
dan bertindak sebagai negatif regulator dalam siklus sel, sehingga dikelom-
pokkan dalam gen-gen penekan tumor. Perbedaan potensi berbagai tipe HPV
terhadap karsinogenesis tergantung afinitas protein-E6 dalam mengikat gen
p53 dan protein-E7 yang mempunyai arti penting dalam karsinogenesis kanker
serviks uteri (Prayitno et al., 2015).
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Gambar 2.6 Mediasi kanker serviks melalui jalur mekanisme pengaturan WnT;
penghambat Wnt/B-catenin, menghasilkan penghambatan yang signifikan
proliferasi sel kanker serviks yang diinduksi oleh LGR5. Setelah diaktifkan,
protein LGR5 merekrut reseptor LRP-Frizzled, yang berikatan dengan ligan
Wnt dan memperkuat pensinyalan Wnt setelah fosforilasi LRP (Chen et al.,

2014).
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3.9 Pengobatan Kanker Serviks

Penanganan kanker ada dua macam vyaitu: pencegahan kanker dan
penghambatan kanker. Upaya pencegahan kanker disebut kemopreventif.
Senyawa kemopreventif dibagi menjadi dua kategori yaitu blocking agent dan
suppressing agent. Blocking agent adalah mencegah karsinogen mencapai
target aksinya, baik melalui penghambatan aktivasi mekanisme atau
menghambat interaksi dengan target makromolekul seperti DNA, RNA atau
protein. Suppressing agent adalah menghambat pembentukan malignan dari
sel yang telah terinisiasi pada tahap promosi atau progresi (Darma et al., 2009;
Meiyanto et al., 2007).

Pengobatan penyakit serviks berbeda-beda di seluruh dunia, ada yang
mudah dijangkau dan ada yang tidak mudah karena sesuai dengan kondisi
dan kemajuan pada beberapa negara tentang pengobatan kanker serviks.
Bagi sebagian besar negara muncul “fertility-sparing therapy” di masyarakat
luas, karena kemajuan teknologi tersebut sehingga membantu para dokter
untuk melakukan pengobatan dan mengembangkan penemuan-penemuan
parah ilmuwan di negara-negara tersebut. Sejak didiagnosis kanker serviks
ganas maka radiasi radiosensitif, dapat dimanfaatkan sebagai bagian dari
pengobatan pada setiap fase di mana ketika bedah alternatif tidak ada. Pada
stadium A dapat ditangani dengan histerektomi (pengangkatan seluruh rahim
termasuk bagian vagina). Untuk tahap IA2, pilihan yang tepat adalah metode
bedah, misalnya, biopsi kerucut. Untuk infeksi 1A1, biopsi kerucut (konisasi
serviks) dipandang sebagai terapi yang dapat digunakan (Dasari et al., 2015).
Satu lagi pilihan pengobatan untuk wanita perlu untuk melindungi kematangan
sel telur dengan memilih metode trachelectomy. Ini dilakukan untuk melin-
dungi, menjaga ovarium dan Rahim. Tindakan ini adalah alternatif yang praktis
untuk pasien kanker di tahap | di mana kanker serviks belum menyebar. Pada
beberapa kasus kanker serviks, agar tidak terjadi penyebaran ke kelenjar getah
bening pada penyakit tahap 1b dan beberapa tahap tumor 1a, dokter akan
menyarankan untuk mengangkat beberapa kelenjar getah.

Pengobatan kemopreventif dibagi menjadi tiga golongan yaitu: primer,
sekunder dan tersier. Kemoprepentif primer adalah mencegah terjadinya sel
kanker sejak tahap premalignan. Usaha pencegahan saat karsinogenesis pada
tahap awal malignan adalah kemopreventif sekunder, sedangkan kemopre-
ventif tersier adalah usaha untuk meminimalkan risiko yang mungkin terjadi
setelah terapi untuk malignan primer. Upaya penyembuhan (kuratif) kanker
antara lain:
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1. Kemoterapi

Terapi ini menggunakan obat-obatan seperti golongan siklofos-
famid, doksorubisin, methoreksat dan 5-flurourasil. Pada dasarnya kinerja
obat-obatan tersebut sama yaitu menghambat proliferasi sel, sehingga sel
tidak jadi memperbanyak diri. Kemoterapi bisa diberikan secara tunggal atau,
dengan harapan bahwa sel-sel yang resisten terhadap obat tertentu juga
bisa merespons obat yang lain sehingga bisa diperoleh hasil yang lebih baik.
Dampaknya pada klien biasanya rambut rontok, selera makan menurun, rasa
lemah dan letih (Singh et al., 2015).

2. Terapi hormon

Terapi ini digunakan untuk jenis kanker yang berkaitan dengan hormon
misalnya kanker serviks (berkaitan dengan hormon estrogen) pada wanita
dan kanker prostat (berkaitan dengan hormon progesteron) pada pria. Terapi
hormon pada dasarnya berusaha menghambat sintesis steroid sehingga sel
tidak dapat membelah. Terapi ini membawa dampak negatif bila dilakukan
pada wanita yang masih dalam usia subur karena dapat menghambat siklus
menstruasi (Sharma, 2000).

3. Radioterapi

Radioterapi adalah prosedur atau Tindakan medis yang dilakukan
dengan tujuan membunuh sel-sel kanker, menghentikan proliferasi sel dan
penyebaran sel-sel kanker di dalam tubuh. Terapi ini menggunakan sinar X
dengan dosis tertentu sehingga dapat merusak DNA dan memaksa sel untuk
berapoptosis. Efek negatif yang ditimbulkan hampir sama dengan kemoterapi
(Muliyadi, 1997). Mengingat efek samping dari radioterapi ini adalah dapat
mematikan sel-sel sehat, sehingga sebelum dilakukan radioterapi, dokter akan
melakukan beberapa pemeriksaan untuk memastikan apakah prosedur ini
aman dan tepat dilakukan pada pasien tersebut, sesuai dengan kondisinya.
Kemudian jika aman untuk dilakukan, maka dokter akan menentukan dosis
serta frekuensi radioterapi, sesuai dengan jenis dan stadium kanker yang
dialami pasien (Deverakonda and Gupta, 2016).
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3.10 Antioksidan
3.10.1Pengertian Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang memiliki kemampuan untuk menet-
ralisir radikal bebas dengan cara menyumbangkan elektronnya pada molekul
radikal bebas. Senyawa antioksidan dapat mencegah kerusakan yang ditim-
bulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal, protein, lemak dan DNA.
Berdasarkan sumbernya, antioksidan dikelompokkan ke dalam antioksidan
endogen dan eksogen (Banjarnahor and Artanti 2014; Ruan et al., 2020).
Antioksidan sebagai senyawa yang dapat menunda, memperlambat, dan
mencegah proses oksidasi lipid. Dalam arti khusus, antioksidan adalah zat yang
dapat mencegah terbentuknya reaksi radikal bebas (peroksida) dalam oksidasi
lipid (Lung and Destiani, 2014). Antioksidan endogen merupakan antioksidan
enzimatis yang dihasilkan oleh tubuh, melalui proses metabolisme sel. Contoh
antioksidan endogen, antara lain superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), perokidase dan glutation peroksidase (GPX). Superoksida dismutase
merupakan antioksidan endogen yang dapat mengatalisasi superoksida (O,)
menjadi hidrogen peroksida (H,0,), sehingga SOD disebut sebagai scavenger
atau pembersih superoksida (O,). Katalase sebagai salah satu antioksidan
endogen, merupakan senyawa hemotetramer dengan besi (Fe) sebagai kofak-
tornya. Katalase adalah suatu hemoprotein yang mengandung empat gugus
heme, dan banyak ditemukan pada hewan maupun tumbuhan. Katalase
berfungsi untuk mengatalis berbagai radikal peroksida menjadi H,0, dan
O,. Peroksida merupakan enzim turunan hemoprotein yang terdapat pada
organisme prokariot dan eukariot. Sedangkan GPX adalah salah satu jenis
enzim peroksidase yang memiliki gugus prostetik berupa logam selenium (Se).
Enzim GPX bekerja dengan cara memecah H,0, dan berbagai lipid peroksida,
dengan mereduksinya menjadi H,0. Proses tersebut melibatkan reaksi redoks
dari glutathione tereduksi (GSH) (Kumalaningsih, 2016). Antioksidan eksogen
antioksidan yang diperoleh dari luar tubuh. Antioksidan eksogen kerapkali
diperoleh dari makanan sehari-hari, terutama sayuran dan buah-buahan yang
banyak mengandung vitamin (A, C dan E) serta mineral (seperti Zn dan Se)
(Ruan et al., 2020; Seifried et al., 2017).

Senyawa fitokimia merupakan zat alami yang terdapat dalam tanaman
yang memberikan cita rasa, aroma dan warna yang khas pada tanaman
tersebut. Beberapa khasiat senyawa fitokimia tersebut berfungsi sebagai
antioksidan, meningkatkan sistem kekebalan tubuh, mengatur tekanan
darah, menurunkan kolesterol, serta mengatur kadar gula darah. Secara kimia
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senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi elektron (elektron donor).
Secara biologis, antioksidan merupakan senyawa yang dapat menangkal atau
meredam dampak negatif oksidan. Antioksidan bekerja dengan cara mendo-
norkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga
aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat dihambat (Sri, 2010).

Antioksidan dibutuhkan tubuh untuk melindungi tubuh dari serangan
radikal bebas. Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam
jumlah berlebih, sehingga apabila terbentuk banyak radikal bebas maka tubuh
membutuhkan antioksidan eksogen. Adanya kekhawatiran kemungkinan efek
samping yang belum diketahui dari antioksidan sintetik menyebabkan antiok-
sidan alami menjadi alternatif yang sangat dibutuhkan Senyawa fitokimia
ditemukan pada berbagai sayuran dan buah-buahan. Senyawa ini mempunyai
manfaat bagi kesehatan, yang membuat tubuh lebih sehat dan lebih kuat.
Fungsi atau manfaat senyawa fitokimia dapat dilihat pada Tabel 2.4.

Tabel 2.4 Fungsi senyawa fitokimia buah andaliman (Sayuti and Yenrina 2015)

Fungsi Bagi Kesehatan
A B C D E F G H
v \

Senyawa Fitokimia

Karotenoid
Fitosterol
Saponin
Glukosinolat
Polifenol
Mono terpen
Fiteostrogen
Sulfida

Asam fitat

<L <L L <L L L <L

< <L L L <

Keterangan

A: Antikanker F: Antiinflamasi

B. Antimikroba G: Mengatur tekanan darah
C: Antioksidan H: Menurunkan kolesterol

D: Merangsang sistem Immun I: Mengatur kadar gula darah
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BAB 4
PENGARUH ANDALIMAN PADA KANKER
SERVIKS TIKUS DENGAN PEWARNAAN
AgNOR

4.1 AgNOR

AgNOR adalah salah satu cara penilaian proliferasi sel dengan cara
menghitung “Nucleolar Organizer Region (NOR) yang merupakan lengkung
DNA ribosom yang ditranskripsikan menjadi RNA ribosomal dengan bantuan
RNA polymerase. NOR terletak pada lengan pendek kromosom akrosentrik
(nomor 13, 14, 15, 21 dan 22) pada manusia dan terlihat berasosiasi dengan
komponen fibril pada fase interfase. NOR mengandung gen yang membentuk
ribosomal 18s dan 28s RNA, yang sangat vital untuk sintesis protein (Kurnia et
al., 2012, 2013).

Mekanisme molekular yang mengontrol proliferasi sel meliputi regulator
positif dan negatif. Beberapa protein regulator positif yang berperan dalam
stimulasi proliferatif, misalnya faktor pertumbuhan dan reseptor faktor pertum-
buhan yang berperan dalam transduksi signal. Selain itu AgNOR berfungsi dan
sangat berperan untuk mengidentifikasi gen regulator negatif yang terlibat
dalam pertumbuhan sel. Berbagai parameter dapat digunakan untuk menilai
aktivitas proliferasi. Pewarnaan AgNOR (Ag-Nucleolar Organizer Region)
sebagai petanda proliferasi sel terhadap apoptosis pada kanker serviks. Pada
sediaan mikroskopik dilakukan deparafinasi dengan xilol, rehidrasi dengan
etanol konsentrasi menurun dan terakhir dengan air ionisasi masing-masing
selama lima menit, kemudian diwarnai dengan AgNOR (Kurnia et al., 2012,
2013; Kurnia et al., 2006).

Transformasi sel dari normal ke ganas adalah karakteristik peningkatan
sintesis protein. Oleh karena itu, AgNORs dapat digunakan sebagai tanda untuk
membedakan terjadinya proliferasi sel, diferensiasi dan transformasi malignan
(Davila-rodriguez et al., 2015). AgNOR pleomorfisme telah banyak digunakan
untuk kepentingan diagnostik dalam membedakan lesi premalignant dan
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ganas pada berbagai macam teknologi manusia dan menunjukkan korelasi
yang tinggi dengan penggunaan AgNOR untuk menghitung HPV positif pada
kanker serviks (Srivastava et al., 2019). Sehingga, pewarnaan AgNOR sangat
penting dilakukan pada pemeriksaan histologi kanker serviks (Mohanty and
Padhy, 2020; Srivastava et al., 2013). Shukla et al., (2013) mengungkapkan
pewarnaan AgNOR menunjukkan potensi diagnostik dalam proses karsino-
genesis yang dapat membantu untuk membedakan lesi kanker serviks dan
merupakan marker proliferasi pada serviks.

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

Tabel 4 Analisis Kruskal Wallis dan Mann-Whitney dengan pewarnaan AgNOR
pada jaringan kanker serviks tikus setelah pemberian ekstrak metanol buah
andaliman

Mann-Whitney

Kelompok Mean Rank Kruskal-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 berbedaan signifikan 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 andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model
tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andaliman 400 mg/KgBB.

Berdasarkan analisis statistik dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis
pada sel kanker serviks dengan pewarnaan AgNOR yang diinduksi benzo-
apyren 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 4) dan Gambar 4.2).
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Sejalan dengan penelitian Bhat et al.,, (2013) menyatakan bahwa
pewarnaan AgNOR merupakan alat diagnostik yang sangat direkomenda-
sikan untuk melihat perubahan karakteristik morfologi jaringan yang dapat
membedakan tumor jinak atau tumor ganas pada kanker payudara. AgNOR
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 (Tyagi et al., 2020) dan secara langsung
peningkatan jumlah butir AgNOR (Simanullang et al., 2021) secara progresif
sebanding dengan meningkatnya proliferasi aktivitas sel-sel: cervik normal
dan peradangan serviks tanpa displasia (Mahobia et al., 2018). Penghitungan
AgNOR sangat membantu sebagai penanda terjadinya proliferasi sel, di mana
dapat membantu diagnosis melalui pap smear untuk menentukan tahapan
lesi serviks (Sukhla et al., 2013; Fujiyama and Manoukian, 2011) dan kanker
payudara (Ahmed et al., 2011; Darkwah et al., 2018) serta adanya korelasi
antara tingginya jumlah rata-rata AgNOR dengan HPV positif (Srivastava et al.,
2019). AgNOR ini juga digunakan untuk melihat perubahan dari tumor jinak ke
pre kanker dan ke tumor ganas (Raj and Talwar, 2012).

Gambar 4.1: Histologi sel kanker serviks tikus pada pewarnaan AgNOR 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
andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol
buah andaliman 400 mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi negatif, panah merah
ekspresi positif.
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Nayaka et al., (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. Cao et al., (2009) menyatakan bahwa
famili Zanthoxylum dapat mengurangi inflamasi pada sel endotel dan memper-
baiki 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.
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BAB 5
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
KANKER SERVIKS TIKUS DENGAN
PEWARNAAN HAEMATOXYLINE-EOSIN
(HE)

5.1 Pewarnaan Haematokxylin-Eosin (HE)

Hematoxylin dan Eosin (H&E) merupakan salah satu pewarnaan jaringan
utama yang digunakan dalam histologi dan biasanya dijadikan sebagai kontrol
terhadap jaringan patologis. Hematoxylin mewarnai nukleus sel menjadi
warna biru, dan eosin mewarnai matriks ekstraseluler dan sitoplasma dengan
warna merah muda, dengan struktur lain dengan menggunakan berbagai
corak, rona, dan kombinasi warna-warna ini. Noda menunjukkan tata letak
umum dan distribusi sel dan memberikan gambaran umum struktur sampel
jaringan. Pewarnaan H&E telah digunakan sejak satu abad yang lalu dan masih
penting untuk mengenali berbagai jenis jaringan dan perubahan morfologi
untuk mendiagnosis terjadinya kanker (Fischer et al., 2017). Keterbatasan
pewarnaan hematoxylin adalah adanya ketidaksesuaian dengan imunofluore-
sensi. Akan tetapi H&E, berguna untuk mewarnai satu bagian serial parafin
dari sebuah jaringan yang akan dilakukan imunofluoresensi. Hematoxylin dan
eosin umumnya, berguna sebagai penghitung noda untuk prosedur imuno-
histokimia atau hibridisasi dengan menggunakan substrat warna (seperti
alkaline fosfatase atau peroxidase) (Fischer et al., 2008; Muskett, 2018).

Dengan penggunaan H&E dapat membantu klasifikasi patologis
dari intraepitial neoplasia (CIN) yaitu sebuah metode pewarnaan dengan
menggunakan spektroskopi untuk menilai intensitas fluoresensi biopsi serviks
yang berasal langsung dari pewarnaan jaringan oleh hematoxylin dan eosin
(H&E) (Castellanos et al., 2015). Zhang et al., (2014) mengungkapkan bahwa
pewarnaan H&E memiliki akurasi 93% dengan metode segmentasi untuk
mengukur sitoplasama dan akurasi 87,3% dalam penghitungan nukleus
pada histologi sel kanker serviks. Metode pewarnaan H&E dapat melengkapi
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gambaran patologis dan memberikan kriteria objektif untuk mendukung
diagnosis CIN (Castellanos et al., 2015). Alur kerja H&E merujuk pada Lampiran
8.

5.2 Pengaruh Andaliman pada Kanker Serviks terhadap Pewarnaan

Haemotxyline-Eosin (HE)

Berdasarkan Gambar 5.1 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 serviks
pada umumnya dibungkus oleh epitelium skuamosa atau lapisan epitelium.
Lapisan mukosa serviks terdiri dari kelenjar yang memproduksi mucus. Lapisan
epitelium mengalami perubahan secara histologi. Namun induksi benzoapyren
menyebabkan 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 benzop-
yrene. Hal ini menyebabkan tumor di setiap hewan model percobaan melalui
makanan, respirasi, atau kontak dengan permukaan kulit (Szmigielski et al.,
2018). Proses inisiasi karsinogenik benzopyrene dapat terjadi di bagian-bagian
jaringan sekitar dan bahkan jaringan yang jauh dari titik paparan (Szmigielski
et al., 2018; Chagnaud et al., 2019).

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 (Gambar 4.1).

Sejalan dengan penelitian Sing et al, (2015) menyatakan bahwa
kandungan molekul bioaktif ekstrak daun Zanthoxylum acanthopodium DC.
merupakan terapi komplementer kemoterapi sebagai obat anti kanker. Begitu
pula pada penelitian Epifano et al., (2010) menyatakan bahwa senyawa kimia
kandungan Zantoxylum merupakan anti-kanker karena mampu mencegah
perkembangan sel-sel pada kanker. Ekstrak etanol buah andaliman memiliki
aktivitas sebagai anti kanker (Nozaki et al., 2017) dan sangat poten untuk
menghambat proliferasi sel MCF7 pada kanker payudara (Arsita et al., 2019).
Ekstrak minyak buah, kulit dan daun Zanthoxylum memiliki potensi sitotoksis
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pada kanker payudara dan kolorektal manusia melalui mekanisme apoptosis
sehingga tanaman ini dapat dikembangkan sebagai obat anti kanker (Alam et
al., 2017). 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 (Narayanasamy and Ragawan, 2014). Kandungan senyawa bioaktif
alkaloid Zanthoxylum dapat menghambat aktivitas proliferasi sel sehingga
memiliki potensi kuat sebagai anti kanker yang perlu dikembangkan (Tian et
al., 2017).

Gambar 5.1. 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
andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol
buah andaliman 400 mg/KgBB. MF: Lipatan mukus, FLE: Lapisan gepeng
epitalium, ICT: Jaringan interstisial. Panah merah: Jaringan kanker, garis
kuning:200 um.
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BAB 6
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI CDK4 PADA KANKER SERVIKS
TIKUS

6.1 Ciclyn Dependent Kinase 4 (CDK4)

CDK4 merupakan sebuah protein inhibitor terapi endokrin pada kanker
dan sebagai inhibitor MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (O’Leary et
al., 2016). CDK4 memegang peranan pada proliferasi sel yang tidak terkontrol
dan mengaktivasi Ciclyn Dependent Kinase (CDKs) untuk membantu perkem-
bangan siklus sel (Goel et al., 2017; O’Leary et al. 2016). Protein ini menjaga
sel-sel dari istirahat atau yang memicu terjadinya apoptosis, CDK4 dapat
mencegah pertumbuhan sel menjadi kanker ganas yang disebabkan oleh
adanya gangguan pada siklus sel (G1, S, G2, dan M) yang menghasilkan proli-
ferasi yang tak terbatas dan ketidakmampuan sel apoptosis (Leal-Esteban and
Fajas 2020; Mohammad et al., 2019).

CDK4 merupakan inhibitor dan toksitas terhadap kanker payudara
(Ribnikar et al. 2019) dan fungsinya sebagai inhibitor telah divalidasi sebagai
obat anti kanker melalui siklus sel kinase (O’Leary et al., 2016; Sherr et al.,
2016). Sinyal mitogenik dan anti-proliferatif terpadu menghasilkan ekspresi
D-type cyclins dan keadaan aktivasi dari CDK4/6. Kompleks kinase aktif dapat
memulai fosforilasi RB dan pelepasan faktor transkripsi E2F Gambar 6.1
(Knudsen and Witkiewicz, 2017).

Ekspresi HPV yang berlebihan atau ekspresi abnormal dari beberapa
regulator positif siklus sel telah dikaitkan dengan terjadinya apoptosis. Ekspresi
siklin dan CDKs terlibat dalam transformator onkogen termasuk karsinoma,
ovarium dan saluran gastrointestinal di mana menunjukkan korelasi antara
kerusakan siklus sel (Peurala et al.,, 2013; Volkart et al., 2018). Ekspresi
CDK4/Cyclyn D1 yang berlebihan, kemungkinan dimediasi oleh apotosis dan
merupakan indikator prognosis pada kanker paru-paru terutama karsinoma
paru pada manusia (Goel et al. 2017; Oh et al., 2018). Hubungan dari regulasi
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CDK4 dengan apoptosis terlibat dalam siklus regulasi molekul dalam apoptosis
(Dobash et al., 2004; Xiong et al., 2019; Oh et al. 2018).

| Adaptive Responses: Acquired Resistance ]

mTORC1  AKT
/_ Metabolism mToacz
: Cyclin D CDK4/6
CyclinD @E '_ Inhibitor
CyclinE \ .
(rs) ——+@®

l Adaptive Responses: Durable Sensitivity ‘

TSC2 mTORC1

| _| CDKai6 _|
Inhibitor RAPTOR mTORC1

Cyclm D

Gambar 6.1 Jalur mekanisme pengaturan CDK4/6; Sinyal mitogenik dan
anti-proliferatif terpadu menghasilkan ekspresi D-type cyclins dan keadaan
aktivasi dari CDK4/6. Kompleks kinase aktif dapat memulai fosforilasi RB dan
pelepasan faktor transkripsi E2F (Knudsen and Witkiewicz, 2017).

6.2 Pengaruh Andaliman terhadap Ekspresi CDK4 pada Kanker Serviks

Tikus

Berdasarkan hasil statistik menggunakan Kruskal Wallis, terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05, p=0,000) terhadap ekspresi CDK4 pada
jaringan tikus kanker serviks setelah pemberian ekstrak metanol buah
andaliman (Tabel 6). Selanjutnya dilakukan uji lanjutan dengan Mann-Whitney
untuk melihat perbedaan antar kelompok. Ekspresi nilai mean rank tertinggi
terdapat pada kelompok kontrol positif (K+) tikus model kanker sedangkan
yang terendah terdapat pada kelompok kontrol negatif tikus normal (K-) dan
tikus yang diberikan ekstrak buah andaliman dengan dosis paling tinggi 400
mg/kgBB (P3). Hal itu sejalan dengan hasil uji statistik Mann-Whitney di mana
tidak ada perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol negatif (K-)
dibandingkan dengan pemberian ekstrak metanol buah andaliman dengan
pemberian 300 mg/kgBB (P3).
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Tabel 6 Analisis Kruskal Wallis dan Mann-Whitney ekspresi CDK4 pada
jaringan
kanker serviks tikus setelah pemberian ekstrak metanol buah andaliman
(Zantoxylum acanthapodium)

Krus- Mann-Whitney
Parameter Kelompok Mean Rank .
kal-Wallis K- K+ P1 P2 P3
CDK4 K- 4,70 0,007° 0,008 0,032¢ 0,118
K+ 22,30 0,041¢ 0,008 0,008°
P1 17,90 0,001 0,031¢
P2 11,00
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 +
ekstrak metanol buah andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks
+ ekstrak metanol buah andaliman 400 mg/KgBB.

Ekspresi CDK4 ditandai dengan warna cokelat pada gambar 6.2 menun-
jukkan bahwa ekspresi CDK4 pada kelompok kontrol terlihat bahwa histologi
jaringan serviks secara kompleks, di mana pitelium skuamosa mengandung inti
sel, sitoplasma dan strom pada kondisi normal. Epitelium skuamosa membe-
rikan informasi diagnostik 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. Analisis ekspresi CDK4 dilakukan
karena protein ini akan berikatan, menghambat protein, perkembangan sel,
modulasi divisi sel dan terjadinya transduksi signal apotosis melalui jalur
intrinsik.

Andaliman dapat menghambat ekspresi CDK4 pada jaringan serviks
karena mempunyai atioksidan tinggi yang dapat menurunkan MDA, antiin-
flamasi dan meningkatkan HSP-70 (Nagata and Tanaka, 2017; Situmorang et
al., 2019). Fraksi n-hexane andaliman memiliki kandungan bioaktif dan efektif
sebagai anti kanker, menghambat apoptosis dan menurunkan ekspresi siklin
D1 (Wijaya et al., 2019). Ekstrak etanol buah tanaman ini mempunyai aktivitas
anti radikal tinggi dibandingkan dengan ekstrak aseton dan heksan (Rosidah
et al., 2019). Berdasarkan uji toksisitas, andaliman mempunyai efek toksitas
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rendah dan antioksidan tinggi (Harahap et al., 2018; Rosidah et al., 2019). CDK4
sangat penting dalam sel karena CDK4 menjaga sel dari istirahat atau memicu
sel untuk apoptosis serta mencegah sel menjadi kanker ganas (Mohammad et
al., 2019). 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 (Dickson, 2014).
Jadi dapat diinformasikan bahwa manfaat buah andaliman dapat dijadikan
sebagai kandidat anti kanker untuk strategi molekuler.

Gambar 6.2 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
andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol
buah andaliman 400 mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi CDK4 negatif, panah
merah ekspresi CDK4 positif.
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Ekspresi CDK4 ditandai dengan warna cokelat pada Gambar 6.2 menun-
jukkan bahwa ekspresi CDK4 pada kelompok kontrol terlihat bahwa histologi
jaringan serviks secara kompleks, di mana pitelium skuamosa mengandung inti
sel, sitoplasma dan strom pada kondisi normal. Epitelium skuamosa membe-
rikan informasi diagnostik 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. Analisis ekspresi CDK4 dilakukan
karena protein ini akan berikatan, menghambat protein, perkembangan sel,
modulasi divisi sel dan terjadinya transduksi signal apotosis melalui jalur
intrinsik.

Andaliman dapat menghambat ekspresi CDK4 pada jaringan serviks
karena mempunyai antioksidan tinggi yang dapat menurunkan MDA, antiin-
flamasi dan meningkatkan HSP-70 (Nagata and Tanaka, 2017; Situmorang et
al., 2019). Fraksi n-hexane andaliman memiliki kandungan bioaktif dan efektif
sebagai anti kanker, menghambat apoptosis dan menurunkan ekspresi siklin
D1 (Wijaya et al., 2019). Ekstrak etanol buah tanaman ini mempunyai aktivitas
anti radikal tinggi dibandingkan dengan ekstrak aseton dan heksan (Rosidah
et al., 2019). Berdasarkan uji toksisitas, andaliman mempunyai efek toksitas
rendah dan antioksidan tinggi (Harahap et al., 2018; Rosidah et al., 2019). CDK4
sangat penting dalam sel karena CDK4 menjaga sel dari istirahat atau memicu
sel untuk apoptosis serta mencegah sel menjadi kanker ganas (Mohammad et
al., 2019). 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 (Dickson, 2014).
Jadi dapat diinformasikan bahwa manfaat buah andaliman dapat dijadikan
sebagai kandidat anti kanker untuk strategi molekuler.
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BAB 7
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI CYTOCHROME C PADA KANKER
SERVIKS TIKUS

7.1 Cytochrome c (Cytc)

Cytochrome c¢ (Cytc) sangat penting dalam transportasi elektron
mitokondria dan apoptosis intrinsik tipe Il. Mamalia dalam kondisi sehat,
memproduksi ROS dengan co-factor péshc, dan oksid kardiolipin saat terja-
dinya apoptosis. Peristiwa apoptosis melibatkan perubahan dalam Cytc fosfori-
lation, peningkatan ROS melalui peningkatan potensial membran mitokondrial
melalui jalur p6shc, dan oksidasi kardiolipin oleh Cytc, dan pelepasannya dari
mitokondria (Huttemann et al., 2011). Kehilangan komponen rantai transpor
elektron mitokondria memacu terjadinya superoksida (Mahapatra et al., 2017;
Ow et al., 2008). Cytc mempunyai dua fungsi dalam mengontrol metabolisme
dan apotosis. Melalui interaksi dengan protease apoptosis mengaktivasi
faktor-faktor (Apaf-1), sehingga Cytc dapat menginisiasi pengaktifan caspase
sekaligus melepaskannya ke dalam sitosol.

7.2 Pengaruh Andaliman terhadap Ekspresi Cytochrome c (Cytc) pada

Kanker Serviks Tikus

Berdasarkan hasil statistik menggunakan Kruskal Wallis, terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05, p=0,000) terhadap ekspresi sitokrom
¢ pada jaringan kanker serviks setelah pemberian ekstrak metanol buah
andaliman (Tabel 7). Selanjutnya dilakukan uji lanjutan dengan Mann-Whitney
untuk melihat perbedaan antar kelompok. Nilai mean rank ekspresi sitokrom
c tertinggi terdapat pada kelompok tikus model kanker serviks dengan
pemberian andaliman 300 mg/kgBB, sedangkan ekspresi sitokrom c terendah
terdapat pada kelompok kontrol positif yaitu tikus model kanker serviks
(K+). Ekspresi sitokrom c rendah pada kelompok tikus model kanker serviks
menyebabkan terhambatnya proses apoptosis dari jalur intrinsik sehingga
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terjadi pertumbuhan terus menerus pada sel kanker. Sedangkan pemberian
andaliman dapat memicu peningkatan sitokrom c sehingga mengaktifkan
protein Caspase sebagai inisiator terjadinya apoptosis. Hal itu diduga karena
andaliman memiliki kandungan minyak asiri, menurut Paik et al., (2005) famili
dari Zantoxylum memiliki minyak esensial yang dapat memicu terjadinya
kematian sel secara terprogram (apoptosis).

Tabel. 7 Kruskal Wallis and Mann-Whitney analysis sitokrom c pada jaringan
kanker serviks tikus setelah pemberian ekstrak metanol buah andaliman
(Zantoxylum acanthapodium)

Groups n I\élae:l? Kruskal-Wallis | T MaPnln-Whitn%yz 53
K- 6 7.30 0.000 0.050% 0.017¢ 0.006¢ 0.006°
K+ 6 4.00 0.005¢ 0.0044 0.004¢
P1 6 12.80 0.007¢
P2 6 22.60
P3 6 18.30

Gambar 7.1 Ekspresi 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 +
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ekstrak metanol buah andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks
+ ekstrak metanol buah andaliman 400 mg/KgBB. Panah kuning: ekspresi
sitokrom c negatif. Panah merah: ekspresi sitokrom c positif

Peningkatan ekspresi sitokrom c¢ dapat dilihat pada Gambar 7.1 yang
ditandai pada panah merah dan bercak cokelat. Peningkatan sitokrom C
pada suatu sel menandakan bahwa sel tersebut mengalami hipoksia dan
sebagai penanda apoptosis melalui jalur intrinsik atau lepasnya protein
dari mitokondria sehingga menyebabkan aktivasi protein Haspace sampai
menuju kematian sel (Jaudan et al., 2018). Andaliman (Zantoxylum acant-
hapodium) dapat menghambat ekspresi sitokrom ¢ dalam sel serviks karena
memiliki kandungan antioksidan tinggi, menurunkan MDA, antiinflamasi dan
meningkatkan HSP-70 (Situmorang et al., 2019; Wijaya et al., 2019). Fraksi
n-Hexanane andaliman kandungan bioaktif dan efektif sebagai antikanker,
menghambat apoptosis dan pengaturan ekspresi Siklin D1 (Satria et al. 2019).
Ekstrak etanol buah andaliman memiliki aktivitas sebagai anti radikal lebih
tinggi dibandingkan dengan ekstrak aseton dan hexan (Suryanto et al. 2014).
Ekstrak etanol andaliman juga menurunkan ekspresi COX-2, MMP-9, TNF-a,
dan menghambat IL-6, COX-2, TNF-a, MMP-9, Inos, and mRNA (Yanti et al.,
2011). Berdasarkan uji toksitas, di samping memiliki kandungan antioksidan
tinggi, tumbuhan memiliki toksisitas yang rendah (Redza et al., 2016). Dengan
demikian, pemberian andaliman menunjukkan perbedaan yang signifikan
setelah induksi benzoapiren pada serviks tikus.

Peran sitokrom c pada jaringan dapat menjadi respons kematian sel yang
distimulasi oleh banyak hal seperti hipoksia, oksidatif stres dan kerusakan DNA
yang dapat mengaktifkan jalur intrinsik. Jalur intrinsik melibatkan mitokondria
karena mengandung faktor pro-apoptotic seperti sitokrom C dan AIF (apopto-
sis-induction factor). Keduanya merupakan zat berbahaya yang disimpan di
mitokondria (Redza et al., 2016 dan Lanneau et al., 2018). Walaupun andaliman
mengandung anti-peradangan atau anti-kanker, pemberian dosis yang berle-
bihan dapat meningkatkan terjadinya apoptosis sel.
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BAB 8
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
APOPTOSIS PADA KANKER SERVIKS
TIKUS

8.1 Apoptosis pada Kanker Serviks

Apoptosis adalah proses yang terjadi dalam multiseluler ketika sel
sengaja memutuskan untuk mati. Hal ini sering terjadi untuk kebaikan seluruh
organisme, seperti ketika sel DNA telah rusak dan kemungkinan menjadi
kanker. Apoptosis disebut sebagai program kematian sel karena terjadi instruksi
biokimia dalam DNA sel dan hal ini berbeda dengan proses nekrosis, ketika
sel mati karena trauma (Hassan et al., 2014; Lopez and Tait, 2015). Apoptosis
merupakan adaptasi evolusi penting karena memungkinkan organisme untuk
menghancurkan selnya sendiri karena telah menjadi berbahaya bagi lingkung-
annya. Mekanisme apotosis terjadi melalui dua jalur yaitu jalur intrinsik dan
ekstrinsik. Mekanisme apoptosis jalur intrinsik menggunakan mitokondria
(Gambar 8.1) (Hongmei, 2012; Pfeffer and Singh, 2018). Secara keseluruhan,
mekanisme ini diatur oleh keluarga protein BCL-2. Berbagai hasil stimulus
apoptosis diatur oleh protein BH3 yang kemudian mengaktivasi kedua protein
BAX dan BAK (Lopez and Tait 2015). Apoptosis jalur ekstrinsik menggunakan
sinyal ekstraseluler untuk menginduksi apoptosis (Hongmei, 2012; Pfeffer
and Singh, 2018). Sinyal kematian sel juga dikenal sebagai kematian ligand,
berikatan dengan tumor necrosis factor (TNF). Beberapa kematian termasuk
Fas ligands (Fas-L), TNF dihubungkan dengan apoptosis yang menginduksi
ligand (TRAIL) dan tumor necrosis factor (TNF) (Liu et al., 2017; Zaman et al.,
2014).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak Loranthus yadoriki memiliki
efek anti kanker pada sel kanker serviks manusia melalui caspase casparade
apoptosis signaling pathways (Kim et al., 2018). Hasil penelitian membuktikan
bahwa aktivitas anti kanker pada kanker serviks dengan menginduksi apoptosis
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sebagai pengobatan dengan meningkatkan produksi oligonucleosom, trans-
lokasi sitokrom C dan aktivitas enzim caspase (Kannathasan et al., 2019).

Death Ligand
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EXTRINSIK
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Gambar 8.1. Jalur mekanisme pengaturan apoptosis; mekanisme apotosis
melalui dua jalur yaitu jalur intrinsik dan ekstrinsik. Mekanisme intrinsik
apoptosis menggunakan mitokondria dan protein mitokondrial diatur oleh
keluarga protein BCL-2 yang kemudian mengaktivasi kedua protein BAX dan
BAK. Jalur ekstrinsik menggunakan sinyal ekstraseluler untuk menginduksi
apoptosis dikenal sebagai kematian ligand, berikatan dengan tumor necrosis
factor (TNF) (Pfeffer and Singh 2018).

8.2 Pengaruh Andaliman terhadap Apoptosis pada Kanker Serviks Tikus
Berdasarkan hasil statistik menggunakan Kruskal Wallis, terdapat
perbedaan yang signifikan (p<0,05, p=0,000) terhadap ekspresi apoptosis
pada jaringan kanker serviks setelah pemberian ekstrak metanol buah
andaliman (Table 8). Selanjutnya dilakukan uji lanjutan dengan Mann-Whitney
untuk melihat perbedaan antar kelompok. Nilai mean rank ekspresi apoptosis
tertinggi terdapat pada kelompok tikus model kanker dengan dosis pemberian
andaliman 200 mg/kgBB, sedangkan ekspresi apoptosis yang terendah
terdapat pada kelompok negatif tikus kanker serviks (K-). Penurunan apoptosis
terjadi pada dosis tertinggi pemberian ekstrak metanol buah andaliman 400
mg/kgBB. Alber, (2008) menyatakan setiap jaringan normal memiliki ambang
batas dalam pemberian dosis (dosis optimal) yang dapat mengekspresikan
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efek dosis tersebut pada suatu jaringan. Maka dosis tertinggi pada andaliman
(400 mg/kgBB) diduga bukan merupakan dosis optimal pada penelitian ini.

Table 8.1 Kruskal Wallis and Mann-Whitney analysis of TUNEL expression
pada
jaringan kanker serviks setelah pemberian ekstrak buah andaliman
(Zantoxylum acanthapodium)

Krus- Mann-Whitney
kal-Wallis . K+ P1 P2 P3

Groups n Mean Rank

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°

P2 6 21.90

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 andaliman 200
mg/KgBB. P3: Model tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andaliman
400 mg/KgBB.
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Gambar 8.2 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 andaliman 200 mg/KgBB. P3: Model
tikus kanker serviks + ekstrak metanol buah andaliman 400 mg/KgBB. Panah
kuning: ekspresi negatif. Panah merah: ekspresi positif.

Berdasarkan Gambar 8.2 ekspresi positif apoptosis ditandai dengan
panah merah dan bercak cokelat 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 andaliman. TUNEL
dapat digunakan untuk mendeteksi fragmen-fragmen sebagai tanda apoptosis.
Gambar 8.2 menunjukkan histologi serviks 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 fosforilasi dan transpor
elektron yang berhubungan dengan radiasi dan adanya gangguan lain seperti
keramides, potensial perubahan sel redox dan turunan Reactive Oxigen Species
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(ROS) (Thiriet,2012; Tusskornetal., 2019). Cholangiocarcinoma (CCA, kerusakan
DNA yang mendukung ekspresi protein yang dikenal sebagai p53 (Mrakovcic
and Frohlich, 2018) dan meningkatkan tekanan intraselular ion Ca?* melalui
sinyal transduksi (Redza and Averill, 2016). Banyak tanaman yang mengandung
antioksidan yang dapat memperbaiki kerusakan jaringan, terutama kerusakan
jaringan oleh kanker serviks. Salah satunya adalah andaliman, tanaman ini
memiliki senyawa bioaktif yang memainkan peranan penting dalam pengo-
batan kimia kanker melalui jalur apoptosis (Pal et al., 2019). Berdasarkan pada
histologi dan indeks positif (Gambar 4.5 dan Tabel 4.8), herbal ini dapat dikem-
bangkan 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 mRNA dan ekspresi protein
dari p53 dan caspase-3. Sanshool dari Zantoxylum menginduksi apoptosis
melalui jalur mitokondria secara bebas, sehingga sanshool adalah obat anti
kanker (You et al., 2015). Minyak esensial Zantoxylum menghambat proliferasi
sel HaCaT, menghasilkan induksi apoptosis selular melalui kedua jalur intrinsik
dan ekstrinsik (Li et al., 2016).
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BAB 9
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI IL-13 PADA KANKER SERVIKS
TIKUS

9.1 Interleukin 1beta (IL-1PB)

Sitokin adalah produk respons inflamasi yang memainkan peran penting
dalam melawan sistem kekebalan tubuh. Keluarga protein Interleukin 1 (IL1)
termasuk IL-1B, merupakan komponen penting dari sistem kekebalan tubuh
bawaan (Garlanda et al., 2013). Genotipe IL-1B dapat diubah secara fungsional
untuk berkontribusi pada etiologi kanker serviks pada wanita. IL-1B telah
ditunjukkan untuk mengatur ekspresi gen, produksi sitokin, adhesi dan migrasi
seluler, angiogenesis, respons imunologis, dan lain-lain (Zhang et al., 2020).
Pada kanker, IL-1B memiliki efek pleiotropik pada sel imun, angiogenesis, proli-
ferasi sel kanker, migrasi, dan metastasis. Selain itu, perawatan anti-kanker
mampu meningkatkan produksi IL-18 oleh kanker atau sel-sel kekebalan,
dengan efek yang berlawanan pada perkembangan kanker. Di dalam tumor,
IL-1B diproduksi dan disekresikan oleh berbagai jenis sel, seperti sel imun,
fibroblas, atau sel kanker (Rébé and Francois, 2020). Namun, mekanisme
produksi IL-1B paling banyak dipelajari pada sel imun, terutama pada sel
myeloid, seperti makrofag. Seperti disebutkan di atas, produksi IL-1B membu-
tuhkan dua sinyal, yaitu “priming” dan cleavage (Gambar 9.1).
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Gambar 9.1 Peran IL-1B pada pathway kanker

Langkah yang berbeda dari interleukin (IL)-1B produksi dan sinyal:
priming, NOD-LRR dan pyrin yang mengandung protein 3 (NLRP3) aktivasi
inflamasi, sekresi, dan sinyal. LPS, lipopolisakarida; TLR, reseptor seperti tol;
TNF, faktor nekrosis tumor; TNFR, reseptor TNF; TRADD, domain kematian
terkait TNFR1; RIP, protein yang berinteraksi dengan reseptor; IRAK, kinase
terkait reseptor interleukin-1; Myd, respons primer diferensiasi myeloid;
TRAF, faktor terkait TNFR; ASC, protein mirip bintik terkait apoptosis yang
mengandung domain CARD; GSDMD, gasdermin D; ROS, spesies oksigen
reaktif; NF-kB, faktor inti kappa-rantai-ringan-peningkat sel B yang diaktifkan.
yang dijelaskan di atas atau dengan membiarkan fiksasi faktor represor (Rébé
and Frangois, 2020).

9.2 Pengaruh Andaliman terhadap Ekspresi IL-18 pada Kanker Serviks

Tikus

Uji Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan yang signifikan pada semua
kelompok (Tabel 9). 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 Methanolic
Extract (ZAM) terendah (100mg/kgBB), tidak signifikan; namun pada dosis
200 dan 400 mg/kgBB terdapat perbedaan bermakna (p<0,05; p<0,01) diban-
dingkan dengan kelompok C+. Kelompok C+ memiliki ekspresi IL1B tertinggi,
sedangkan kelompok terendah adalah kelompok C-dan dosis ZAM 400mg/Kg
BB.
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Tabel. 9. Analisis statistik ekspresi IL-1p pada perubahan histologis serviks
setelah pemberian Z. acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Groups Mean + SD Krus- p value (Mann-Whitney)
kal-wallis ¢ T "¢+ | zam100 | zam200 | zamaoo
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 diban-
dingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).
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Kehadiran ekspresi IL1B positif diidentifikasi dalam
nukleus dan sitoplasma dengan pewarnaan hitam
kecokelatan, seperti yang ditunjukkan oleh panah
merah (Gambar 9.2). 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.

Gambar 9.2. Ekspresi IL1B 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.



Hal ini konsisten dengan nilai serum IL1B yang diperoleh dengan
menggunakan pembaca ELISA (Gambar 9.2). Ada perbedaan yang signifikan
antara kelompok C-dan C+ (p<0,01). Pada dosis 100mg/kg BB, ekspresi IL1B
serum mengalami penurunan namun tidak signifikan (p>0,05) dibandingkan
dengan kelompok C+. Pada serum dengan dosis ZAM 200 dan 400 mg/kg BB
terJadl penekanan ekspresi IL1B (p<0,05).

g i‘,“’-“‘ .

Pemberian ZAM dapat mengurangi ekspresi
IL1B, 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 (Conesa-
Zamora, 2013; Zhang et al., 2020). Karena sel-sel
kekebalan ini tidak selalu berkinerja terbaik,
mereka membutuhkan bantuan dari dunia luar,
seperti lebih banyak antioksidan. ZAM, antiok-
sidan 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
(George dan Abrahamse, 2020). Reaksi biologis
seperti stres oksidatif yang disebabkan oleh
kurangnya antioksidan dalam sel dapat memba-
hayakan komponen seluler, sehingga menim-
bulkan berbagai penyakit (Gulcin, 2020).
Pembentukan dan perkembangan kanker
disebabkan oleh kerusakan DNA.

Gambar 9.3 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,
ZAMA400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM
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Gambar 9.4 Ekspresi IL1p pada serum tikus induksi kanker serviks setelah
pemberian andaliman. C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan,
ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM?200: 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
(George dan Abrahamse, 2020). Mekanisme yang mendasari sebagian besar
agen kemoterapi dan radiasi yang membunuh sel tumor bukanlah pening-
katan antioksidan, melainkan peningkatan radikal bebas yang menyebabkan
kerusakan jaringan ireversibel (George dan Abrahamse, 2020). Inhibitor
antioksidan yang tepat dan/atau senyawa penghasil radikal bebas dapat
menjadi strategi pengobatan kanker yang efektif (Gulcin, 2020). Selain antiok-
sidan, herba genus Zanthoxylum memiliki sifat antiinflamasi, analgesik, antino-
siseptif, antioksidan, antibiotik, hepatoprotektif, antiplasmodial, sitotoksik,
antiproliferatif, anthelmintik, larvisida, antivirus, dan antikanker (Wijaya et al.,
2019; Situmorang et al., 2020). Berdasarkan analisis tersebut pemberian ZAM
dapat menekan produksi IL1B, yang mendorong pertumbuhan sel kanker pada
tikus.
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BAB 10
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI IL-10 PADA KANKER SERVIKS
TIKUS

10.1 Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin antiinflamasi kuat yang ditemukan
dalam sel kanker (Oft, 2019). Peningkatan ekspresi IL-10 pada serviks normal
dan abnormal diamati sesuai dengan keparahan lesi intraepitel skuamosa
(Batchu et al., 2021). Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa IL-10
memiliki efek pro dan antitumor. Peningkatan kadar IL-10 berhubungan dengan
peningkatan pertumbuhan tumor dengan prognosis yang buruk dan resis-
tensi obat. Namun, sitokin ini memiliki sifat pemicu tumor dan penghambat
tumor. Studi in vitro dan in vivo melaporkan mekanisme di mana ekspresi
IL-10 menurunkan regulasi kelas I, yang menghasilkan pengendalian penyakit
metastasis. IL-10 juga menghambat tumorigenesis melalui downregulation
sitokin lain IL-10, juga dikenal sebagai sitokin imunoregulator, memiliki peran
biologis utama dalam membatasi dan menghentikan respons inflamasi serta
menekan perkembangan tumor (Oft, 2019; Batchu et al., 2021). Peningkatan
sitokin antiinflamasi, seperti interleukin 10 (IL-10), telah dikaitkan dengan
prognosis yang buruk dan dianggap sebagai biomarker untuk penyakit kanker.
Ekspresi berlebihan IL-10 dalam lingkungan mikro tumor dapat mengakibatkan
penolakan imunologis kanker (Batchu et al., 2021).
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10.2 Pengaruh Andaliman terhadap Ekspresi IL-10 pada Kanker Serviks
Tikus

Tabel. 10. Analisis statistik ekspresi IL-1B pada perubahan histologis serviks
setelah pemberian Z. acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Krus- p value (Mann-Whitney)

Groups | Mean£3D 1 ol walli Cc+ | zam100 | ZAM200 | ZAM400
c- 72.18 +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
ZAMA400 | 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 diban-
dingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).
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Uji Kruskal Wallis dengan p<0,00 menunjukkan perbedaan
bermakna pada semua kelompok (Tabel 10). 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 IL1B tertinggi,
sedangkan kelompok terendah adalah kelompok C-+.

Gambar 10.1. 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 cokelat yang
meningkat pada kelompok-C dalam pemeriksaan imunohistokimia (Gambar
10.1). Karena aktivitas IL-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) diban-
dingkan 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 10.2. 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, ZAM?200: 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 benzoap-
yrene. 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
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kanker (Situmorang dan llyas, 2018). Peran fitokimia sebagai antioksidan atau
modulator proses karsinogenik dan pencegahan kanker lainnya (Wijaya et al.,
2019; George dan Abrahamse, 2020). Antioksidan dalam ZAM merangsang
IL-10, yang menghambat atau menghilangkan respons inflamasi dan mengatur
perkembangan dan diferensiasi sel abnormal. IL-10 merupakan sitokin yang
disekresikan secara luas oleh monosit yang memiliki efek pleiotrofik pada
sistem imun dan inflamasi (Batchu et al., 2021). Sel T, monosit, dan makrofag
dapat dihambat aktivitas dan fungsi efektornya oleh IL-10 (Couper et al., 2008).
Di hadapan ZAM, IL-10 bertindak sebagai antiinflamasi utama dalam respons
imun alami dan adaptif, mencegah respons inflamasi yang berlebihan dengan
menonaktifkan makrofag dan mediator inflamasi lokal dan sistemik (Couper et
al., 2008). 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.
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BAB 11
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI TGF-$1 PADA KANKER SERVIKS
TIKUS

11.1 Transforming Growth Factor-Beta 1TGF-f1

Transforming Growth Factor-Beta (TGFB) adalah sitokin multifungsi
yang memiliki peran dalam proliferasi dan diferensiasi sel, angiogenesis,
imunosupresi, motilitas sel, apoptosis, penyembuhan luka, perkembangan
embrio, dan patogenesis kanker, antara lain (Park et al., 2021). Strategi
utama penghambatan jalur pensinyalan TGF-B adalah memasukkan senyawa
yang mengganggu pengikatan TGF-B pada reseptornya, obat-obatan yang
menghalangi pensinyalan intraseluler, dan oligonukleotida antisense. Karena
kemampuannya untuk mengganggu siklus sel dan menginduksi apoptosis,
ia beroperasi sebagai gen penekan tumor selama tahap awal karsinogenesis
(Dash et al., 2021). TGF-beta ditemukan di semua jaringan, tetapi terutama
berlimpah di tulang, paru-paru, ginjal, dan jaringan plasenta. TGF-beta dipro-
duksi oleh banyak tetapi tidak semua jenis sel parenkim, dan juga diproduksi
atau dilepaskan oleh sel infiltrasi seperti limfosit, monosit/makrofag, dan
trombosit. Sel-sel sistem kekebalan menghasilkan isoform TGF-B1, yang
memberikan fungsi antiinflamasi yang kuat, dan merupakan pengatur utama
respons imun. Kanker serviks telah terhubung ke TGFB1, salah satu dari
beberapa sitokin yang mengatur perkembangan sel, pematangan, dan diferen-
siasi. Selain itu, TGF-B1 memiliki aksi ganda pada kanker sebagai penekan
tumor dan promotor tumor. Sebagai penekan tumor, ia menghambat tumori-
genesis dengan menginduksi penghentian pertumbuhan dan apoptosis.
Sebagai promotor tumor, ia menginduksi migrasi sel tumor dan merangsang
transisi epitel ke mesenkim. TGF-B1 juga sebagai inhibitor proliferasi ampuh
sel epitel usus normal dan bertindak sebagai penekan tumor. Namun, TGF-p
juga mendorong invasi dan metastasis selama CRC stadium akhir, sehingga
bertindak sebagai onkogen (Park et al., 2021).
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11.2 Pengaruh Andaliman terhadap Ekspresi TGF-B1 pada Kanker Serviks
Tikus

Tabel. 11. Analisis statistik ekspresi TGF-B1 pada perubahan histologis serviks
setelah pemberian Z. acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Kruskal-Wal- p value (Mann-Whitney)
Groups Mean = SD .
lis 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
ZAMA400 | 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 diban-
dingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).

Uji Kruskal Wallis, seperti ditunjukkan pada Tabel 11, 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 diban-
dingkan dengan kelompok C+. Ekspresi TGFB1 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 11.1) pada berbagai dosis mengurangi jumlah inti yang diwarnai
cokelat 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 TGFB1 lebih tinggi pada tikus kanker (p<0,05, p=0,040) dibandingkan
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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 TGFB1 (p<0,05).

Gambar 11.1. 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
(Liu et al., 2021). 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 (Park dkk., 2021; Hua dkk,
2020). Pada penelitian ini, ZAM diberikan
untuk menekan invasi jaringan, metas-
tasis, dan imunitas. TGFB1 memaksakan
homeostasis dan menekan perkembangan
tumor pada sel normal (kelompok-C) baik
secara langsung melalui efek penekan
tumor otonom sel atau secara tidak
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langsung melalui penekanan peradangan dan mitogen yang diturunkan dari
stroma. Ketika sel abnormal menjadi kanker, sitokin ini kehilangan respons
supresi tumornya (Hua et al., 2020). Sel kanker menggunakan TGFB1 untuk
keuntungan mereka dengan memulai penghindaran kekebalan, memproduksi
faktor pertumbuhan, berdiferensiasi menjadi fenotipe invasif, dan membangun
dan memperluas koloni metastatik (Hua et al., 2020). Akibatnya, pemberian
antioksidan sangat penting untuk memulihkan fungsi awal TGFB1 dalam sel.
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Gambar 11.2. Ekspresi serum TGFB1pada tikus kanker serviks dengan
pemberian andaliman. C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan,
ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM?200: Tikus kanker + 200mg/
Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM
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BAB 12
PENGARUH ANDALIMAN TERHADAP
EKSPRESI VEGFR1 PADA KANKER
SERVIKS

12.1 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 (VEGFR-1)

Vascular Endothelial Growth (VEGF) adalah protein yang dilepaskan
oleh sel kanker atau sel tumor yang merangsang pembentukan pembuluh
darah pada beberapa jenis kanker (Nascimento et al.,2021). Salah satu dari
tiga tirosin kinase, yang merupakan pengatur utama angiogenesis kanker,
adalah vascular endothelial growth factor receptor-1 (VEGFR-1) (Nascimento
et al.,2021). Meskipun VEGFR sebelumnya dianggap hanya diekspresikan pada
sel endotel (EC), penelitian baru menunjukkan bahwa VEGFR-1 hadir dalam
sel kanker tipe non-EC ganas (Ceci et al., 2021; Nascimento et al., 2021). Ini
ditemukan dalam sel kanker dan memiliki kemampuan untuk meningkatkan
pensinyalan, migrasi, dan invasi protein teraktivasi Mitogen (MAPK). Lebih
lanjut, karena sel karsinoma menghasilkan ligan VEGFR-1, efek ini mungkin
diatur secara autokrin (Ceci et al., 2021).

Tabel. 12. Analisis statistik ekspresi VEGFR1 pada perubahan histologis serviks
setelah pemberian Z. acanthopodium methanolic extract (ZAM)

Groups Mean + SD Krus- p value (Mann-Whitney)

kal-Wallis e T ¢, ZAM100 | zAM200 | ZAMA40O
C- 21.03+2.23 0.040 0.045 0.072 0.080
C+ 51.01 + 4.26* 0.060 0.055 0.045
ZAM100 | 35.16 +3.28 0.00 0.055 0.045
ZAM200 | 26.51 +3.47* 0.050
ZAM400 | 20.11 + 2.46*

C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan, ZAM100: Tikus kanker +
100mg/Kg BB ZAM, ZAM200: Tikus kanker + 200mg/Kg BB ZAM, ZAM400:
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Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM. (##p<0,01 dibandingkan C-, *p<0,05 diban-
dingkan C+, **p<0,01 dibandingkan C+).
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Uji  Kruskal Wallis dan uji lanjutan
Mann-Whitney  keduanya  menunjukkan
perbedaan yang signifikan pada Tabel 12.
Berdasarkan nilai rata-rata, jelas bahwa ada
perbedaan yang signifikan (p<0,05, p=0,040)
dalam ekspresi VEGFR1 antara kelompok C+
dan C. Namun, tidak signifikan pada dosis
ZAM terendah (100mg/kgBB) dan signifikan
pada 200 dan 400 mg/kgBB dibandingkan
dengan kelompok C+ (P<0,05). Kelompok C+
memiliki  ekspresi  VEGFR1 tertinggi,
sedangkan kelompok C-dan dosis ZAM
400mg/Kg BB memiliki ekspresi VEGFR1
terendah secara histologi serviks.

Gambar 12.1. Ekspresi VEGFR1 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).

Pemeriksaan  histologis mengung-
kapkan bahwa karsinoma telah menyebar
ke dinding panggul, tidak ada ruang yang
jelas antara tumor dan dinding panggul, dan
intinya tidak teratur (Gambar 12). Ini sangat
kontras dengan histologi pada kelompok C,
di mana jaringan serviks masih mengandung
sel-sel normal (Gambar 12a). Ini sangat
kontras dengan histologi pada kelompok-C,
di mana jaringan serviks masih mengandung
sel-sel normal (Gambar 12b). Pada dosis
ZAM terendah (Gambar 12c), lesi lebih besar
daripada kelompok kontrol, tetapi ekspresi



VEGFR1 mulai menurun. Penurunan ekspresi VEGFR1 pada dosis 200 dan 400
mg/kg BB menunjukkan bahwa herba ini dapat menurunkan ekspresi VEGFR1
karena ruang kosong antar tumor berkurang, karsinoma berhenti berkembang,
dan nukleus mulai berbentuk normal (Gambar 12d-e). Hal ini dikonfirmasi
dengan membandingkan serum VEGFR1 tikus kanker (C+) dengan kelompok
kontrol menggunakan pembaca ELISA (P<0,05) (Gbr. 10). Pada dosis 100mg/
kg BB, tidak ada perbedaan yang signifikan. Pada dosis 200 dan 400 mg/kg
BB ZAM memperbaiki histologi serviks dan menekan ekspresi serum VEGFR1
(p<0,05).
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Gambar 12.2. Ekspresi serum VEGFR1 pada tikus kanker serviks dengan
pemberian andaliman. C-: Kontrol, C+: Tikus kanker tanpa pengobatan,
ZAM100: Tikus kanker + 100mg/Kg BB ZAM, ZAM?200: Tikus kanker + 200mg/
Kg BB ZAM, ZAM400: Tikus kanker + 400mg/Kg BB ZAM

Pemberian ZAM dapat menekan ekspresi serum VEGFR1 dan memper-
baiki 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,
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memiliki sifat antiinflamasi dan antikanker (Situmorang et al., 2020; Wijaya et
al., 2019).

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 (Situmorang
dan llyas, 2018; Wijaya et al., 2019). 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 (Gulcin, 2020).
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BAB I3
KESIMPULAN

Pemberian Zanthoxylum acanthoppodium (andaliman) pada histologi
kanker serviks tikus mengurangi ekspresiSitokromc, IL1B, TGFB1, CDK4, VEGFR1
dan apoptosis. Andaliman juga dapat membantu IL-10 dalam menghambat
proliferasi sel abnormal yang berdiferensiasi. Andaliman mungkin efektif dalam
terapi sitokin molekuler untuk kanker serviks, tetapi keberhasilan terapi kanker
bergantung pada berbagai faktor, termasuk stadium klinis, tipe dan diferensiasi
histologi tumor, respons imun seluler, dan apoptosis. Selanjutnya, faktor-faktor
di luar tumor, seperti kemoradiasi, imunoterapi, mikronutrien dan antioksidan
yang dikonsumsi, dan kerentanan genetik, semuanya berdampak pada keber-
hasilan pengobatan. Kesimpulannya, Setelah pemberian andaliman, terjadi
penurunan ekspresi Sitokrom c, IL1B, TGFB1, CDK4, VEGFR1 dan apoptosis
yang signifikan pada histologi kanker serviks (p<0,01) sehingga andaliman bisa
dikembangkan menjadi terapi sitokin molekuler untuk kanker serviks.
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Terapi Sitokin

Terhadap Andaliman
Cegah Kanker Serviks

Andaliman memiliki anti-inflammatory, aktivitas antioxidant dan
memiliki kemampuan kuat untuk menghambat aktivitas antitumor.
Aktivitas antitumor melalui strategi molekuler pada andaliman dapat
dijadikan sebagai penghambat pertumbuhan sel kanker serviks.
Ekspresi protein CDK4 dapat mempengaruhi integrasi membran
mitokondria yang menyebabkan sitokrom ¢ keluar dan mengaktifkan
protein apoptosis.

Pemberian Zanthoxylum acanthoppodium (andaliman) pada
histologi kanker serviks tikus mengurangi ekspresi sitokrom c, IL13,
TGFB1, CDK4, VEGFR1 dan apoptosis. Andaliman juga dapat
membantu IL-10 dalam menghambat proliferasi sel abnormal yang
berdiferensiasi. Andaliman mungkin efektif dalam terapi sitokin
molekuler untuk kanker serviks, tetapi keberhasilan terapi kanker
bergantung pada berbagai faktor, termasuk stadium Klinis, tipe dan
diferensiasi histologi tumor, respons imun seluler, dan apoptosis.

Selanjutnya, faktor-faktor di luar tumor seperti kemoradiasi,
imunoterapi, mikronutrien dan antioksidan yang dikonsumsi, dan
kerentanan genetik, semuanya berdampak pada keberhasilan
pengobatan. Kesimpulannya, setelah pemberian andaliman terjadi
penurunan ekspresi sitokrom c, IL13, TGFB1, CDK4, VEGFR1 dan
apoptosis yang signifikan pada histologi kanker serviks (p<0,01)
sehingga andaliman bisa dikembangkan menjadi terapi sitokin
molekuler untuk kanker serviks.
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