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RINGKASAN 

Modulasi CYPIAI Dan GST Serta Ekspresip53 Dan RAS Setelah Induksi 7,12-

Dimethyl Benz(ulantrasen (DMBA) Dan Pemberian Anti Karsinogenesis Gynura 
procumbens Dan Curcuma zedoaria Pada Tikus Galur Sprague daw/ey. 

( Iwan Sahrial Hamid dan Edy Meiyanto. 2008,85 halaman 1 

III 

Daun Sambung nyawa (Gynura procumbens) dan rimpang temu putih 

(Curcuma zedoaria) menunjukkan efek farmakologis terhadap kanker. Gynura 

procumbens mengandung senyawa flavonoid, quersetin, polifenoI, alkaloid dan 

sebagainya yang dapat menghambat karsinogenesis (Shapiro el aI., 1999). Flavonoid 

dan quersetin yahg terkandung di dalam tanaman tersebut kemungkinan besar 

memiliki potensi sebagai regulator negatif onkogen dan regulator positif gen /lImor 

suppressor sehingga berpotensi sebagai anti-tumor melalui beberapa mekanisme, 

yakni menghambat proses sinyal transduksi, memacu cell cycle arrest, apoptosis, atau 

bahkan menghambat metastasis (Rizali dan Auerkari, 2003). Sedangkan Curcuma 

zedoaria Curcuma zedoaria mengandung sesquiterpen dan beberapa komponen lain 

yaitu germacrone-4,5-epoxide, germacrone, furanodienone, curzerenone, zederone, 

dehydrocurdione, curcumenol, isocurcumenol, curcumenone, curmanolide A dan 

curmanolide B. (Katzer, 2003). 

Dimetilbenz(a)antrasen sebagai inisiator pembentukan kanker payudara 

memerlukan aktivasi metabolik oleh enzim yang secara normal ada dalam tubuh dan 

merupakan bagian dari proses metabolisme xenobiotik fase I, mekanisme aktivasi 

DMBA melibatkan enzim sitokrom P450 isoform CYPIAI menjadi intermediate 

reaktif yang dapat merusak DNA yaitu terbentuknya epokside dihidrodiol dan kation 

radikal. Epokside dehidrodiol akan mengikat gugus amino ekosiklik purin DNA 

secara kovalen menjadi bentuk adduct yang stabil, sedangkan kation radikal akan 

mengikat N7 atau C8 purin menjadi bentuk adduct tidak stabil yaitu depurinisasi pada 

DNA DNA-adduCI yang teIjadi sebagai aktivitas karsinogen benzilIc carbonium 

mengawali terjadinya mutasi pada genp53 dan ras (Gregus & K1aasen, 2001). 

Hasil penelitian sebelumnya pengamatan ekspresi CYPIAI dan GSTII 

menunjukkan adanya hambatan karsinogenesis pada pemberian ekstrak Gynura 
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procumbens dan Curcuma Zedoaria melalui hambatan ekspresi CYPIAI dan 

peningkatan ekspresi GST!l. 

Tujuan Penelitian ini adalah mengetahui ekspresi gen p53 dan H-ras pada sel 

epitel kelenjar mamae tikus galur Sprague dawley yang diinduksi DMBA dan diberi 

ekstrak etanol Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria serta mengetahui 

insidensi pertumbuhan nodul tumor pada kelenjar mamae. 

Disain penelitian ini pada dasamya menggunakan model pre inisiasi DMBA 

yang dimaksudkan adalah pemberian ekstrak etanol senyawa anti kanker Gynura 

procumbens dan Curcuma zedoaria diberikan sebelum pemberian senyawa 

karsinogen DMBA. Hewan coba yang digunakan tikus putih gahlf Sprague dawley 

betina umur 40 hari dengan berat badan rata-rata 60-70 gram. Sejumlah 90 ekor tikus 

betina galur Sprague dawley dikelompokkan menjadi lima kelompok perlakuan, baik 

untuk kelompok Gynura procumbens maupun untuk Curcuma zedoaria. Setiap 

kelompok perlakuan memerlukan 9 ekor tikus. Kedua ekstrak diberikan dengan dosis 

300 dan 750 mg/kg bb, sedangkan DMBA diberikan dosis 20 mg/kg bb. Akhir 

minggu ke 12, 3 ekor dari setiap perlakuan dikurbankan dan diisolasi organ kelenjar 

mamae untuk dianalisis imunohistokimia terhadap ekspresi p53 dan H-ras. Akhir 

minggu ke 19, 6 ekor tikus dari setiap perlakuan diambil data pengarnatan nodul 

tumor dengao palpasi pada keleojar mamae. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanolik Gynura procumbens 

(Lour) Merr dan Curcuma zedoaria yang diberikan setiap hari selama dua mioggu 

dengan dosis 300 mg/kgBB dan 750 mg/kgBB sebelum inisiasi dan lima mioggu 

selama inisiasi 7,12-dimetilbenz(a)antraceoe (DMBA) mampu menghambat ekspresi 

p53 dan H-ras mutan sel ke1enjar mammae, serta mampu menurunkao iosidensi 

tumor kelenjar mammae. 
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CYPIAI and GST Modulation, p53 and Ras Expression After 7,12-Dimethyl 
Benz(a)anthracene (DMBA) Induction and were Given G..vnura procumbens and 

Curcuma zedoaria Extract to Spraque Dawley Rats 

Iwan Sahrial Hamid*, Edy Meiyanto*' 

*) Basic Medical Science of Veteriner Departement, Airlangga University, *') 
Pharmacy Chemical Laboratory on Faculty of Pharmacy, Gadjah Mada University 

ABSTRACT 

The aims of this experiment is to evaluate the inhibitory effect of ethanolic 
extract leaves of Gynura procumbens and Roots of Curcuma zedoaria administrated 

at pre initiation period on 7,12- dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) induced rat 

mammary carcinoma. Fourty five female Sprague Dawley rats with the age of 40 day, 

were randomly divided into 5 treatment. Treatment I, rats aged 54 day were given 
DMBA 20mg:kg bb. ig. twice a week for 5 weeks. Treatment II, rats were given 
DMBA and ethanolic extract of G. procumbens and C. zedoaria with dose 300 mg/kg 
bb. were given everyday during 7 weeks. Treatment III, same like 2nd treatment, these 
extracts with dose 750 mglkg bb. Ig. Treatment IV, rats aged 40 day were given 

ethanolic extract of G. procumbens and C. zedoaria with dose 300 mglk.g BB, 

everyday during 7 weeks. Treatment V, same as 4th group, these extracts with dose 

750 mg/kg bb. Initiation with DMBA in all groups were started at 3 weeks of age. 
Palpation of mammary tumour was started at one week after the last DMBA 
treatment during 12 weeks to know about the tumour incidence. Necropsy was 
performed at 12 weeks after last DMBA treatment has been terminated to be taken up 
their mammary gland for Immunohistochemistry staining microscopic examination to 

analyze the expression of mutant p53 and H-ras protein. Result of this study 

demonstrated that etanolic extract of G. procumbens and C. zedoaria 300 mg/kg bb. 

and 750 mg/kg bb. could inhibit the development of DMBA-iilduced rat mammaiy 

tumour by reducing the tumour incidence, and the level expression of p53 and H-ras 
protein as a blocking and suppressing agent. It can be concluded that etanolic extract 
of G. procumbens and C. zedoaria are capJble to delay the progres3io~ of mammary 

tumour, therefore it should be taken into account for chemopreventing agent in 
mammary tumor model. 

Key words : mammary carCinoma, incidence, p53, H-ras, Gynura procumbens and 

Curcuma zedoaria. 



Modulasi CYPlAI Dan GST Serta Ekspresi p53 Dan RAS Setelah Induksi 7,12-

Dimethyl Benz(6.)antrasen (DMBA) Dan Pemberian Anti Karsinogenesis Gynura 

procumbens Dan Curcuma zedoaria Pada Tikus Galur Sprague dawley. 

Abstrak 

Iwan Sahrial Hamid" dan Edy Meiyanto** 

Vi 

")Departemen lImu Kedok.1eran Dasar Veteriner, Fakultas Kedokteran Hewan Unair, 
"") Bagian Kimia Farmasi, Fakultas Farmasi UGM 

Penelitian ini mempunyai tujuan untuk mengamati pengaruh hambatan oleh 
ekstrak etanol daun sambung nyawa (Gynura procumbens) dan rimpang kunyit putih 
(Curcuma zedoaria) yang diberikan sebelum inisiasi 7,12-Dymethyl Benz(u)antrasen 
(DMBA) pada karsinoma kelenjar mamae tikus. Sebanyak 45 ekor tikus bet ina galur 
::''prague daw/ey umur 40 hari digunakan pada masing-masing percobaan Gynura 
procumbens dan ClIrcuma zedoaria. Masing-masing percobaan terbagi ke dalam lima 
ke1ompok perlakuan. Perlakuan I sebagai kontrol positip, tikus diinisiasi dengan 
DMBA 20 mg/kg bb ig dua kali seminggu selama lima minggu. Perlakuan II tikus 
diberi DMBA dan dua minggu sebelumnya diberi ekstrak etanol Gynura procumbens 
dan Curcuma zedoaria 300 mg/kg bb. ig setiap hari selama tujuh minggu. Perlakuan 
III sarna dengan Perlakuan II tetapi ekstraknya dosis 750 mglkg bb. Perlakuan IV 
tikus diberi ekstrak Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria 300 mg/kg bb tanpa 
inisiasi DMBA setiap hari selama tujuh minggu dan Perlakuan V sarna dengan 
Perlakuan IV tetapi diberi ekstrak dosis 750 mglkg bb. Pada akhir minggu ke 12, 
sebanyak 3 ekor tikus dikorbankan untuk dilakukan analisis ekspresi p53 dan H-ras 
pada kelenjar mamae melalui teknik imunohistokimia. Sedangkan untuk mengetahui 
insidensi tumor dilakukan pengamatan pada 6 ekor tikus setiap perlaku~n melalui 
palpasi kelenjar mamae mulai minggu pertama pp.mberian DMBA terakhir sampai 
dengan minggu ke 12. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ada hambatan p"da 
ekspresi p53 dan H-ras mutan oleh ekstrak Gynura procumbens dan CUfC1Jma 
zedoaria baik dosis 300 maupun 750 mglkg bb. Hal tersebut tampak pada penurunan 
persentasi ekspresi p53 dan H-ras dibandingkan dengan keIompok kontroI DMBA. 
Insidensi Tumor kelenjar mamae juga mengalami penurunan pada kelompok tikus 
yang diinisiasi DMBA dan sebelumnya diberi ekstrak. Hasil penelitian ini 
disimpulkan bahwa pemberian ekstrak Gynu."a prucumbens dan Curcuma zedoaria 
dapat mencegah terjadinya progresi tumor kelenjar marnae dan sebagai agen 
kemopreventif terhadap tumor kelenjar mamae. 

Kata Kunci: karsinoma mamae, insidensi, p53, H-ras, Gynura procumbens dan 
Curcuma zedoaria. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1.Latar Belakang Penelitian 

I III 1 L J K 'I 

b rG'.PL~TP !.: Af\N 
U.N1V [kS1TAS A!RLA!\'GCA 

SURAB/\YA -----_..J 

Kanker merupakan suatu penyakit yang ditandai oleh adanya pertwnbuhan 

sel-sel jaringan tubuh yang tidak normal dan tidak terkontroI. Sel-sel terbentuk akibat 

terjadinya mutasi gen sehingga mengalami perubahan baik bentuk , ukuran maupun 

fungsi dari sel tubuh asalnya. Mutasi gen ini dipicu oleh suatu bahan yang dapat 

berupa ballan tambahan makanan, radioaktif, oksidan atau karsinogenik yang 

dihasilkan oleh tubuh akibat proses gangguan imunitas (Griffiths el aI., 1993). 

Menurut Shepel (1998) prevalensi kanker payudara di Amerika Serikat 

mencapai populasi lebih dari 10 % dari total penduduk wanita. Menurut Brauch et al. 

(2004) insidensi kanker payudara meningkat 1-2 % setiap tabun dan menyebabkan 

kematian wan ita terutama di negara industri. Berdasarkan statistik dunia, satu dari 

delapan wanita beresiko terkena kanker payudara. 

Hal serupa tampaknya juga terjadi pada hewan, khususnya anjing dan kucing. 

Kasus kanker kelenjar mamae pada anjing betina menempati tempat kedua terbanyak 

setelah kanker kulit. Diperkirakan 165-198 dari 10.000 ekor anjing betina mengidap 

kanker kelenjar mamae dimana 50% bersifat benigna dan 50% bersifat maiigna. 

Kejadian kanker kelenjar mamae pada kucing lebih jarang terjadi namun dari 

keseluruhan kasus kanker kelenjar mamae pada kucing, tercatat 85% bersifat maligna 

dan sisanya bersifat benigna (Liptak, 2004). Berdasarkan penelitian terbaru oleh 

Dhaygude (2006) yang dilakukan di Mumbai, India, selama periode Januari 2001 
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sampai Desember 2005, dari total 124 ekor anjing yang diautopsilbiopsi beberapa 

jenis tumor pada anjing telah dicatat. Tumor kulit tercatat paling banyak yaitu 74 ekor 

(59,67%) diikuti tumor kelenjar mamae sebanyak 43 ekor (34,67%) dan tempat ketiga 

adalah transmissible granuloma pada alat kelamin sebanyak 3 ekor serta tumor pada 

ovarium dan testis masing-masing sejumlah 2 ekor (1,6%). 

Beberapa upaya penataiaksanaan pen yak it kanker masih banyak menemul 

kendala yang mengakibatkan kuranguya keberhasilan dalam mencegah dan 

mengobati kanker. Pengobatan yang selama ini dilakukan meliputi pembedahan, 

penyinaran dengan sinar rongent (radioterapi) dan penggunaan obat-obat kemoterapi 

(Nova lin a, 2003). Tindakan operasi untuk mengangkat jaringan kanker belum 

sepenuhnya menjamin kesembuhan dan ada kecenderungan untuk terjadinya 

remuitiplikasi jaringan tersebut. Penggunaan radioterapi jelas menimbulkan risiko 

terjadinya kerusakan lain disekitar jaringan yang terkena kanker. Pemberian 

kemoterapi antikanker memiliki efek fannakologi yang kurang selektif, efek samping 

yang merugikan dan dilaporkan adanya resistensi beberapa jenis kanker (King, 2000). 

Penemuan tanaman-tanaman obat yang menunjukkan efek farmakologis terhadap 

penyakit kanker terutama yang telah mengalami uji secara i1miah telah memberikan 

aiternatif dalam mengatasi dan mengobati penyakit kanker (Herba, 2003). Bahan 

alam yang telah terbukti berkhasiat sebagai antikanker adalah daun Sambung nyawa 

(Gynura procumbens) dan rimpang temu putih (Curcuma zedoaria) yang 

menunjukkan efp,k fannakologis terhadap kanker. Gynura procumbens mengandung 

senyawa flavonoid seperti quersetin, polifenol, alkaloid dan sebagainya yang dapat 

menghambat karsinogenesis (Shapiro et al., 1999). Quersetin sebagai senyawa 
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golongan flavonoid yang terkandWlg di dalam tanaman tersebut kemWlgkinan besar 

memiliki potensi sebagai regulator negatif onkogen dan regulator positif gen tumor 

suppressor sehingga berpotensi sebagai anti-tumor me1alui beberapa mekanisme, 

yakni menghambat proses sinyal transduksi, memacu cell cycie arrest, apoptosis, atau 

bahkan menghambat metastasis (Rizali dan Auerkari, 2003). Sedangkan Curcuma 

zedoaria mengandung sesquiterpen dan beberapa komponen lain yaitu germacrone-

4,5-epoxide, germacrone, furanodienone, curzerenone, zederone, dehidrocurdione, 

curcumenol, isocurcumenol, curcurnenone, curmanolide A dan curmanolide B. 

(Katzer, 2003). Senyawa penting yang terkandung dalam rimpang temu putih adalah 

kurkumin. Menurut penelitian yang dilakukan Singletary, et al (1998) telah 

membuktikan bahwa senyawa kurkurnin (~-diketones diferuloilmetan) yang diisolasi 

dari ekstrak kllilyit (Curcuma longa) memiliki efek menginduksi enzim-enzirn yang 

berperan dalam proses detoksifikasi tahap kedua yaitu GST (Glutathione S­

Transferase), QR (Quiunoine Reductase) dan EROD (Ethoxy Resorufin 0-

Diethylase). Hal tersebut tampaknya yang mendasari penelitian Wltuk diketahui 

khasiat rimpang temu putih sebagai salah satu bahan tempi kemopreventif terhadap 

kanker. 

Dimetilbenz(a)antrasen sebagai inisiator pembenh.kan kanker payudara 

memerlukan aktivasi metabolik oleh enzim yang secara normal ada dalam tubuh dan 

merupakan bagian dari proses metabolisme xenobiotik fase I, mekanisme aktivasi 

DMBA melibatkan enzim sitokrom P450 isoform CYPIAI dan peroksidase menjadi 

intermediate reaktif yang dapat merusak DNA yaitu terbentuknya epoksida 
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dihidrodiol dan kation radikal. Epoksida dehidrodiol akan mengikat gugus amino 

ekosiklik purin DNA secara kovalen menjadi bentuk adduct yang stabil, sedangkan 

kation radikal akan mengikat N7 atau C8 pur in menjadi bentuk adduct tidak stabil 

yaitu depurinisasi menjadi tempat yang kehilangan purin pada DNA. Jalur epoksida 

dehidrodiol inilah yang bertanggung jawab terhadap inisiasi tumor karsinogenik 

DMBA dibanding bentuk kation radikal (Melendez-Colon et at., 1999). 

DNA-adduct yang teIjadi sebagai aktivitas karsinogen benzilic carbonium 

mengawali terjadinya mutasi pada gen p53 dan ras (Gregus & Klaasen, 2.001). 

Inaktivasi gen penekan tumor p53 merupakan kunci penting awal kejadian 

karsinogenesis. Protein p53 berperan menginduksi hambatan pertumbuhan, reparasi 

DNA atau apoptosis pada respon stres seluler. Mutasi pada gen H-ras teIjadi pada 

tumor mamae tikus yang diinduksi DMBA, terjadi transversi urutan CAA menjadi 

CTA dengan mutasi terjadi pada kodon 62 (EI-Sohemy et at., 2000). Berdasarkan 

latar belakang penelitian yang akan dilakukan maka perlu dilakukan penelitian yang 

berlandaskan penggunaan tanaman obat Gynura procumbens yang secara laboratoris 

terbukti mempunyai khasiat sebagai anti kanker. Kajian penelitian yang dianggap 

penting adalah analisis mekanisme karsinogenesis dan onkogenesis 1110lekuler yang 

melibatkan a1ctivitas senyawa yang terkandung dalam tanaman oba!. Mekanisme 

tersebut diperantarai oleh faktor dalam tubuh yang melibatkan regulasi enzimatis dan 

genetik, diantaranya ekspresi Glutation S-tranferase (GST) dan sitokrom P450 

(CYPIAI). Demikian pula regulasi gen penekan tumor p53 dan H-ras. Penelitian 

tahap kedua ini dilakukan dengan pengamatan terhadap ekspresi p53 dan H-ras pada 

sel epiteJ keJenjar mamae tikus. 
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1.2. Rumusan Masalah 

a. Apakah terdapat penurunan insidensi kanker payudara setelah pemberian 

ekstrak etanolik Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria dosis 300 dan 

750 mg!k:gBB pada tikus yang diinisiasi DMBA ? 

b. Apakah terjadi hambatan ekspresi p53 mutan pada sel epitel kelenjar mammae 

tikus galur Sprague dawley yang diinisiasi DMBA dengan pemberian ekstrak 

etanolik Gynura Procumbens dan Curcuma zedoaria 300 dan 750 mglkgBB ? 

c. Apakah terjadi hambatan ekspresi H-ras mutan pada sel epitel kelenjar 

mammae tikus galur Sprague daw/ey yang diinisiasi DMBA dengan 

pemberian ekstrak etanolik Gynura Procumbens dan Curcuma zedoaria 300 

dan 750 mg/kgBB ? 

1.3. Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan latar belakang dan landasan teoritik penelitian maka dapat ditarik 

suatu hipotesis : 

1. Pemberiaa ekstrak Gynl1fa prac!J.':1be.'1s dan Curcuma zedoaria dosis 300 dan 

750 mg!k:g bb pada tikus galur Sprague dawley dapat menghambat ekspresi 

p53 mutan sel kelenjar mammae. 
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2. Pemberian ekstrak Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria dosis 300 dan 

750 mg/kg bb pada tikus galur Sprague dawley dapat menghambat ekspresi 

H-ras mutan sel kelenjar mammae. 

3. Pemberian ekstrak Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria dosis 300 dan 

750 mg/kg bb pada tikus galur Sprague dawley dapat menurunkan insidensi 

tumor kelenjar mammae. 



BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2. 1. Karsinogenesis pada Kanker Payudara 

7 

Pengetahuan tentang karsinogenesis pada kanker payudara diawali dengan 

penelitian pada hewan coba tikus yang diarnati secara periodik perkembangan 

patogenesis. Induksi kanker payudara menggunakan senyawa kimia karsinogen yang 

lazim yaitu DMBA , PhIP (2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo (4-5-b )pyridine) dan 

NMU (nitrosomethylurea) (Minshu dan Snyderwine 2002). Perkembangan tumor 

biasanya diamati dengan cara palpasi dan pengambilan darah kapiler setiap 

minggunya dimulai 4 minggu sampai 13 minggu setelah pemberian DMBA. Pada 

akhir eksperimen semua tumor yang dapat dipalpasi dan yang tidak dapat dipalpasi 

dieksisi dan selanjutnya dimasukkan ke dalam formalin 10% lalu siap dianalisis 

secara histopatologis (Appelt dan Reicks, 1999). 

Saat ini diketahui bahwa banyak senyawa alam dan sintetik, sis .. -sisa industri 

batu bara, industri min yak, zat wama, uahan makanan dan minuman serta asap rokok 

mengandung senyawa karsinogen. Diperkirakan 80 % penyakit kanker manusia 

disebabkan oleh faktor-faktor lingkungan,·khususnya zat kimia yang bersifat 

karsinogenik (Crank, 1992). 

Salah satu senyawa karsinogen penyebab kanker adalah golongan 

hidrokarbon aromatik polisiklik (PAH). PAH merupakan kontaminan yang umum 

pada udara, air, tanah, serta merupakan hasil konjugasi dari agen radikal bebas selama 

proses pembakaran yang tidak sempurna dari minyak bumi dan batubara. Senyawa 
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P AH akan dimetabolisme dalam tubuh menjadi bentuk epoksida yang reaktif. 

Senyawa reaktif ini akan mudah berikatan kovalen dengan makromolekul jaringan 

termasuk DNA. Pada mamalia metabolisme PAH dilakukan oleh aktivitas gen CYP 

yang mengkode enzim sitokrom P450, enzim tersebut diregulasi oleh Aromatic 

Hydrocarbon Reseptor (AHR), sitokrom P450 responsibel terhadap aktivitas 

metabolisme dan detoksikasi sejumlah PAH dan aromatik amin (Neber! et al., 2004). 

Salah satu senyawa PAH adalah 7,12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA). 

DMBA sudah banyak dipakai sebagai senyawa karsinogen daiam berbagai penelitian 

sebelumnya untuk menginduksi kanker payudara tikus (Singletary et al., 1997; 

Anderson et al., 1999 ; Kubatka et al., 2002). Struktur kimia DMBA memiliki 4 

cincin aromatik yang berikatan, khas struktur P AH dengan tiga atau lebih cine in 

aromatik, dan 2 substituent metal (Pitot dan Dragan, 200 I). 

CH, 

CH, 

Gambar 2.1. Struktur kimia 7, 12-dimetilbenz(a)antrasen (pitot dan Dragan, 2001). 

Tahap perkembangan patogenesis kanker juga diamati dari hasil penelitian 

Minshu dan Snyderwine (2002) yang menggunakan DMBA sebagai inisiator untuk 

kanker payudara pada tikus, perkembangan karsinoma pada kelenjar mamae tikus 

dimulai dari elemen duktal mamae yang secara progresif berkembang menjadi 
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hiperplasi intraduktal, hiperplasi duktal atipika~ karsinoma insitu dan karsinoma. 

Dikatakan pula bahwa terdapat kesarnaan perkembangan patogenesis kanker 

payudara antara manusia dan tikus setelah diinduksi DMBA, sehingga perkembangan 

karsinogenesis pada tikus dapat dipakai sebagai model yang lebih representatif untuk 

studi karsinogenesis pada manusia. Gambaran histopatologis ditunjukkan pada hasil 

penelitian induksi kanker payudara dengan 2-amino-l-methyl-6-phenyilimidazoI4,5-b 

pyridin (PhIP) pada tikus dengan perkembangan proliferasi intradukta~ karsinoma 

insitu d:m karsinoma 7 - 14 minggu kemudian. Mutasi H-ras pada kodon 12-13 

dideteksi sebesar 73%, 75%, 100% dan 100% terdiri dari kelenjar payudara normal, 

intraduktal proliferasi, karsinoma insitu dan karsinoma. 

Mekanisme aktivasi DMBA melibatkan enzim sitokrom P-450 dan atau 

peroksidase menjadi intermediate reaktif yang dapat merusak DNA yaitu 

terbentuknya epoksid dihidrodiol dan kation radikal. Epoksid dihidrodiol akan 

mengikat gugus amino ekosiklik purin DNA secara kovalen menjadi bentuk adduct 

stabil, sedangkan kation radikal akan mengikat N7 alau C8 purin menjadi bentuk 

adduct tidak stabil yaitu depurinisasi menjadi tempat yang kehilangan apurinik pada 

DNA. lalur epoksid dihidrodiol inilah yang bertanggungjawab tethadap inisiasi tumor 

oleh karsinogen DMBA dari pada bentuk kation radikal (Melendez-Colon et al., 

1999). 
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Gambar 2.2. Jalur metabalisme 7,12-dimetilbenz(a)antrasen (Yang, et al., 1985; 
Gregus dan Klaasen, 2001). 

Selain digunakan untuk induksi kanker payudara,' DMBA juga digunakan 

untuk induksi kanker kulit pada hewan percobaan. Aktivitas karsinagenik dari 

DMBA terjadi karena kemampuannya (metabolit DMBA, ultimate carcinogen) 

berikatan dengan DNA dan menyebabkan mutasi somatik. Mutasi onkogen Harvey 

ras-f (H ras-f) pacta kodon 61 ditemukan pada kanker payudara dan kanker kulit dari 

hewan percobaan yang induksi senyawa kimia DMBA (Dandekar et al., 1986). 
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Pada sel normal terjadi keseimbangan antara pembuatan sel-sel barn dengan 

hilangnya sel-sel lama. Sedangkan pada kanker, pertumbuhan lebih bersifat otonom 

daripada sel normal di sekitarnya. Pertumbuhan kanker biasanya mempunyai 

keseimbangan positif yaitu jumlah sel yang dibuat lebih besar daripada jumlah sel 

yang hilang. Sel kanker juga menunjukkan beberapa sifat morfologik yang agak 

spesifik. Inti sel biasanya besar dan menunjukkan perbedaan yang nyata dalam 

bentuk dan ukurannya. Kadar asam nukleat dalam inti seringkali tinggi dan distribusi 

kromatin dalam intinya kasar. Pola kromosomnya seringkali menjadi tetraploidi, hal 

ini disebabkan pertambahan kromosom yang tidak teratur. Sel kanker kurang bersifat 

melekat, artinya pertautan antar sel pada sel-sel penyusun kanker kurang terikat erat 

satu dengan yang lairUlya (Barl el al., 2004 ). 

Antara tumor benigna dan maligna terdapat perbedaan yang jelas 

karakteristiknya. Pada tumor benigna berbatas tajam, terkapsulasi, cara 

pertumbuhannya ekspansif, kecepatan pertumbuhannya rendah, jarang terjadi 

nekrosis, difercnsiasi sel masih sempurna dan aktivitas mitotiknya rendall. Sedangkan 

pada tumor maligna batas tidak jelas dan tidak teratur, kapsul jarang, cara 

pertumbuhannya infiltratif, kecepatan mitotiknya tinggi, sering terjadi nekrosis (Van 

de Velde, 1999). 

Ferkemballgan kanker payndara sangat tergantung pada kondisi ovarium dan 

endokrin yang dimodulasi fungsi ovarium, bagaimanapun juga hormon spesifIk atau 

kombinasi hormon sangat responsif dalam inisiasi kanker yang belum banyak 

diidentifikasi, apakah berperan sebagai protektif atau sebagai faktor resiko. Faktor 

hormonal yang signifikan pada wanita adalah keberadaan estrogen yang terlibat pada 



12 

perkembangan beberapa kanker, tetapi belum banyak diketahui sifat estrogen sebagai 

substansi karsinogenik pada kanker payudara. Dapat dimengerti bahwa apakah 

estrogen menyebabkan mutasi, dan jika memang seperti itu apakah aktifitas hormon 

tersebut dipengaruhi oleh aktifitas ikatan dengan reseptomya (Russo el al., 2000). 

2.2. Tinjauan Gen p53 

Salah satu strategi untuk pengembangan obat-obat antikanker adalah dengan 

menemukan senyawa-senyawa yang mendasarkan target aksinya pada gen-gen 

pengatur pertumbuhan, yakni onkogen dan tumor suppressor gen. (Gibbs, 2000). 

Tumor suppressor gen atau gen penekan tumor, merupakan kelompok gen yang 

membatasi perkembangan tumor. Tumor suppressor gen merupakan fungsi 

penyeimbang dari onkogen. Tumor suppressor gen antara lain adalah protein p53 dan 

protein Retinoblastoma (pRb) (Gibbs, 2000). Protein p53 mempunyai beberapa 

mekanisme sebagai antikanker antara lain, dapat mengaktifkan DNA repair apabila 

terjadi kerusakan DNA, dapat menghentikan siklus sel pada checkpoint dari fase G 1 

ke fase S (cell cycle arrest) untuk regulasi cell cycle dalam pengenalan kerusakan 

DNA, dan dapat menginisiasi mekanisme apoptosis untuk memprogramkan kematian 

sel jika kerusakan DNA tidak dapat diperbaiki (Bell et al., 2002). Selama fase 

pertama dalarn siklus sel yaitu G 1, ada proses yang perlu dilalui oleh sel, yang 

disebut checkpoint. CheckpOint ini bertujuan untuk mengontrol, apakah sel diizinkan 

untuk membelah atau tidak. Tumor suppressor gen, berfungsi sebagai checkpoint 

untuk mengatur pembelahan sel (Taufik. 2008). 



Molekul pengatur yang sangat penring dan sering mengalami mutasi adalah 

protein p53. Pada checkpoint p53 bekerja untuk mencek apakah terjadi kerusakan 

DNA atau tidak. Jika terdeteksi adanya kerusakan DNA, maka ada dua hal yang 

diperintahkan oleh ·p53, yaitu mengaktifkan DNA repair gen dan penghentian cell 

cycle pada fase G I sampai kerusakannya dapat diperbaiki. Mekanisme penghentian 

cell cycle, yaitu dengan mengaktifkan p21. Gen p21 ini berfungsi untuk mencegah 

aktifasi CDKs oleh cycline, sehingga CDKs tidak bisa memfosforilisasi Rb. 

Akibatnya E2F tetap terikat dengan E2F (Taufik, 2008). Protein p53 sering juga 

disebut sebagai guardian atau pelindung dari genom. Protein ini mencegah replikasi 

dari DNA yang rusak pada sel normal dan mendorong penghancuran sendiri dari sel 

yang mengandung DNA yang tidak normal. Molekul p53 yang tidak normal akan 

membiarkan sel yang mengandung DNA yang rusak untuk tetap bertahan padahal 

seharusnya mati, atau melakukan replikasi padahal seharusnya berhenti. Sel yang 

terganggu dan mengalami mutasi diturunkan pada keturunannya dan seianjutuya 

mempunyai kesempatan untuk akumulasi dan terjadi mutasi tambahan yang 

lllembuka peluang u!ltuk membentuk tumor yang leta!. Kebanyakan tumor pada 

manusia, disebabkan oleh adanya cacat pada gen p53 (Tjahjono, 1999). 

lnakrivasi gen penekan tumor p53 merupakan kunci penring awal kejadian 

karsinogenesis pada mammae. Protein p53 berperan menginduksi hambatan 

pertumbuhan, reparasi DNA atau apoptosis pada respon stres seluler (Mechanic el 01., 

2005). Perlu diketahui sebelumnya bahwa p53 mempunyai dua ripe yaitu p53 Mutant 

dan p53 mutant. Mutant p53 merupakan tipe protein p53 yang secara aJami terdapat 
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dalam sel normal, protein Mutant p53 mempunyai waktu paruh kurang dari 30 menit 

dan konsentrasinya rendah jika terjadi kerusakan pada DNA, konsentrasi ini akan 

bertambah dan berfungsi menghambat cell cycle pada fase 6, sehingga memberi 

kesempatan untuk perbaikan DNA (DNA Repair) atau apoptosis. Mutasi gen p53 

menimbulkan perubahan pada protein produk dan disebut Mutan- type p53 yaitu gen 

p53 yang sudah mengalami mutasi akibat pengaruh dari induksi agen karsinogenik 

salah satunya DMBA yang dalam penelitian ini sebagai inisiator. Protein Mutan- type 

p53 mempunyai waktu paruil yang lebih lama dari protein Mutant p53 karena tidak 

mengatur aktifitas transkripsi, tidak menghambat pertumbuhan sel tumor, tidak 

menghambat transformasi sel, dan tidak menghambat pertumbuhan pada fase G I dari 

cell cye/e, sehingga gen tidak stabil dan pembelahan sel dengan kerusakan DNA 

bertambah. Protein Mutan- type p53 bereaksi dengan Pab-240 sedangkan protein 

Mutant p53 bereaksi dengan monoclonal antibodi Pab-1620 (Soegeng, 2000). 

2.2.1. Peran p53 pads cell cycle 

Cell cycle sangat ditentukan oleh faktor-faktor pertumbuhan yang terdiri dari 

eye/ins (Cye) dan cyclin dependent kinase (CDK4, CDK6, dan CDK2), sedangkan 

inhibitor CDK adalah p16, p21 dan p27 (Gibbs, 2000). 

Pada sel nonnal, p53 selalu dalam keadaan inaktif, dibatasi oleh protein 

Mouse double minute 2 (MDM2) (di manusia, HDM2), yang mencegah dan memieu 

degradasi p53 melalui aktifasi penetapan sebagai ubiquitin ligase. Protein p53 yang 

aktif diinduksi setelah suatu sel tubuh terpapar oleh agen karsinogen, salah satunya 

DMBA. Kerusakan DNA dapat dikontrol oleh checkpoint dalam cell cye/e, dan 
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menyebabkan beberapa protein seperti AIM, CHKI, dan CHK2 memfosforilasi p53 

untuk melakukan ikatan protein MDM2 Oncogene, yaitu kelompok gen yang 

menstimulasi perkembangan sel melalui daur sel atau cell cycle (serangkaian 

peristiwa meliputi pembesaran sel, replikasi DNA dan pembelahan sel, serta 

pemindahan set gen yang lengkap pada sel anak) Oncogene juga dapat menstimulasi 

aktifasi p53, yang dimediasi oleh transkripsi protein pl4ARF yang melakukan ikatan 

dengan MDM2 dan menghambat aktifitasnya. Suatu ekspresi dari aktifasi p53 

melibatkan aktifasi dari gen p21 yang melakukan ikatan dengan COK pada fase G 1-5 

dan COK kompleks (molekul yang sangat penting dalam tahapan transisi dari fase G I 

ke fase 5 dalam siklus sel) dengan menghambat aktifitas p53 (Gam bar 2.4) (Bates el 

ai, 1998). 

Perjalanan cell cycle dimulai dari adanya sinyal ekstraselular yang berupa 

faktor pertumbuhan akan mernaeu pertumbuhan sel melalui proses sinyal transduksi. 

Aktivitas sinyal transduksi melalui proses fosforilasi yang melibatkan Adenosin Tri 

Phosphatase (ATP) sebagai sumber fosfat. 5uatu protein akan mengambil fosfat dari 

ATP dan dilekatkan pada protein vektornya, begitu seterusnya dalam suatu rangkaian 

yang berakhir didalam nukleus (Weinberg, 1996). 

Oi dalam nukleus, suatu aktivator transkripsi merespon dengan mengaktifkan 

sekelompok gen yang diperlukan sel untuk melakukan siklus pertumbuhan. Adanya 

aktivator transkripsi menyebabkan sel yang sernula berada pada fase GO masuk ke 

fase G I. Pada fase ini sel mensintesis protein-protein khusus antara lain Cye dan 

Cdk. CyeO membentuk kompleks dengan Cdk4 alau Cdk6 dan rnemfosforilasi pRb. 

Fosforilasi pRb menyebabkan pelepasan E2F, suatu faktor transkripsi yang 
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menginduksi transkripsi CycE dan CycA. Fosforilasi pRb di1anjutkan oleh kompleks 

CycE-Cdk2 dan kemudian oleh CycA-Cdk2 dan menjadi pRb yang sangat 

terfosforilasi. Protein E2F menginduksi gen-gen yang esensial untuk sintesis, mitosis 

dan terjadinya cell cycle progression. Pada tiap tahap dari cell cycle baik 01, S, 02 

atau M terdapat mekanisme control (check point) yang melibatkan p53. pRb, INK4 

(Cdk-inhibitor) dan ARF. Mekanisme ini menyebabkan delay, arrest atau kematian 

sel bila terdapat hal yang tidak sesuai, misalnya terdapat DNA yang rusak atau tidak 

tereplikasi (King, 2UOO). 

Gen p53 sebagai tumor suppressor gen merupakan penyeimbang dari 

oncogene. Tumor supresor antara lain adalah protein p53 dan protein Retinoblastoma 

(pRb). Protein Rb merupakan protein penekan tumor yang klasik, protein ini mampu 

mengikat protein E2F. Protein E2F berperan pada proses replikasi (faktor replikasi), 

sehingga dengan terikatnya E2F pada pRb siklus sel akan dihambat. Pada kanker 

payudara diketahui terjadi ekspresi mutasi pada protein penekan tumor p53 dan 

ekspresi berlebihan dari erb-2, ras p21 dan Cyclin f) 1. Hal itu telah ditunjukkan untuk 

sejumlah tipe tumor yang mengekspresikan protein sering didapatkan pada sel 

malignan dan dapat dideteksi di plasma darah. (Rundle et al.. 2002). Jika terjadi 

mutasi pada p53 maka kerusakan DNA tidak akan dapat dideteksi, yang pada 

akhimya akan membawa kepada pertumbuhan sel neoplastik (TaufIk. 2008). 
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Gambar 2.3. p53-target gen dan alur fisiologisnya (Rundle el al., 2002). 
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2.2.2. Peran p53 terhadap D~-:A-Repair (P53R2, novel ribonucleotide reductase) 

Titik pemberhentian (check point) dari kerusakan DNA memegang peranan 

penting dalam pencegahan ketidakstabilan gen dengan cara meregulasi cell cycle dan 

DNA repair. Inaktivasi dari check point mungkin mengganggu mekanisme DNA 

repair dan meningkatkan kesesuaian sel terhadap agen genCltcksik. Gell p53R2 

mengandung perlekatan sekuensing p53 di intron I dan mengkode sebuah 351-asam 

amino peptide yang menunjukkan kemiripan dengan sub unit kecil ribonucleotide 

reductase (R2). Ekspresi p53R2 diinduksi oIeh "y dan iradia~i ~inar UV dan juga oleh 

terapi adriamycin di Mutant p53, yang dulu dikenali sebagai R2, yang berperan 

penting dalam sintesis DNA selama pembagian sel, tetapi temyata bukan. Induksi 

dari ekspresi p53R2 di sel-sel menyebabkan G21M arrest dan mencegah kematian sel 

setelah memberi respon terhadap adriamycin (Tanaka et aI., 2000). 
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Produk dari p53R2 tera1:umulasi di nukleus, ketika level R2 di sitoplasma 

menurun ditemukan titik mutasi dari p53R2 pada cancer cell line HCTl16 yang 

mampu menghilangkan aktivitas ribonucleotide reductase (RR), menunjllkkan bahwa 

sintesis DNA di p53R2 memiliki peran sentral dalam pertahanan sel dengan cara 

memperbaiki DNA yang rusak di dalam nucleus (Yamaguchi et aI., 2001). Flingsi 

p53 mungkin sebagai check point untuk sel-sel yang rusak dengan cara 

menyeimbangkan antara mekanisme apoptosis dan cell cycle arrest (Kimura et aI., 

2003). 

DNA damage 
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Gambar 2.4. Model re-entry ke dalam sel setelah Gl arrest. 

Pada gambar 2.4 menunjukkan re-entry ke dalam sel setelah G I arrest 

disebabkan oleh p21WAFI. p53RFP mempunyai aktifitas ligasi E3 ubiquitin dan 

interaksi dengan p21 W AFI secara in vitro and in vivo. Setelah cell cycle arrest and 

DNA repair, p53 menampilkan completion dari DNA repair melewati sebuah 
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mekanisme yang tidak diketahui namanya dan mengaktitkan p53RFP untuk 

mendegradasi p21, menghasilkan re-entery sel menuju ke cell cycle progression. 

Destabilisasi dari p21 W AFI melewati regulasi transkripsi p53RFP menampilkan 

kembali mekanismenya untuk p53-dependent cell-cycle checkpoint (Kimura el al. 

2003). 

2.2.3. Mutasi gen p53 pada kanker payudara 

Gen p53 adalah sebuah target gen utama dan perubahan genetik yang telah 

diidentifikasi pada kanker payudara manusia, dan apabila ada sel yang mengalami 

inaktivasi gen p53 akan mengalami proses pertumbuhan yang berlebihan. (Hollstein 

et at. 1991). Banyak studi yang mengindikasikan bah",a p53 mempunyai fungsi 

ganda fisiologis yaitu melewati regulasi transkripsi dari gen down-stream melalui 

pembelahan sisi genom spesifik sebagai tetramer. p53 ditampilkan untuk mengikat 

DNA dalam .I'equence-spesijik fashion (Kern et al. 1991) dan untuk mengaktivasi 

transkripsi gen yang meliputi consensus binding site DNA sequence im merupakan 

fungsi dari enhancer transcription. 

Fungsi noimal p53 dapat hilang melalui berbagai cara, pacta umumnya 

melalui kehilangan beberapa bagian kromosom yang meliputi satu aiel dari gen (atau 

dari entire k!'omosom 17p) dan mut::si :ran;; tidak terlihat (insertion mutation) yang 

meliputi aiel lain. Mekanisme ini memfokuskan model "two-hit" untuk 

mendefinisikan apa yang dapat disebut sebagai tumor slIppresor gen. Inaktifasi dari 

kedua aiel p53 telah didokumentasikan dalam jumlah besar dari kanker payudara 

manusia, meliputi pemunculan tumor di kolon, otak, paru-pam, hepar, dan kandung 
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kemih. Akan tetapi, pada beberapa kasus missense mutation yang terjadi pada salah 

satu aIel p53 berkemampuan untuk mengaktivasi fungsi p53, ketika ada kejadian 

peningkatan proporsi dari hetero-tetramers yang memuat kedua tipe yaitu mutant­

type p53 dan molekul Mutant p53, kompleks chimeric tidak dapat mengaktifasi 

transkripsi dari target gen (Knudson, 1995) 

Efek "dominant-negative" ini mungkin diperburuk melalui peningkatan 

stabilitas (peningkatan konsentrasi inraseluler) dari protein mutant bergabung dengan 

protein Mutant p53. Mekanisme lain untuk inaktifasi dapat tiilihat dari jaringan 

sarcoma, dimana amplifikasi dari MDM2 memunculkan sejumlall kehilangan fungsi 

p53 melewati ikatan dan subsequent degradasi dari protein p53 itu sendiri (Kubbutat 

et aI., 1997). 

2.3. Tinjauan Gen Ras 

Gen ras juga memberikan kontribusi bagi kelangsungan mutagenesis, 

sebagaimana yang dikatakan Roitt (1997) bahwa gen ras yang terdapat pada 

onkogenik manusia berbeda dibanding mereka yang normal, titik mutasi selalu 

diawali perubahan asam amino tunggal pada posisi 12, \3 atau 61, peptida pada 

mutasi ras dapat menginduksi proliferasi sel T secara in vitro. Kejadian mutasi titik 

tunggal pada onkogenik gen ros dan p53 memicu tumor dengan potensi terbentuknya 

epitop spesifik sel T yang mana ini kecenderungan sebagai karakteristik individu 

penderita tumor dengan mutasi gen ras dan p53. 

Promotor gen Ras memiliki karakteristik tersusun dari sekuen yang kaya 

akan nukleotida GC. Selain promoter, terdapat daerah lain pada gen Ras yang 

mengontrol ekspresi yaitu pada intron pertama dari ujung 5' nukleotida. Ekspresi N-
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ras memiliki regulator negatif berupa interferensi dari transkripsi gen lain yang 

disebut dengan unr (upstream N-ras). Aktivasi transkripsi pada promoter gen IInr 

dapat menurunkan ekspresi N-ras (Paciucci dan Pellicer, 1991). 

Produk dari gen Ras berupa protein monomer 21 kd yang terletak dalam 

sitoplasma. Ras merupakan protein GTP-binding switch yang berinteraksi dengan 

membran. Protein ke1uarga Ras berperan penting sebagai intermediet jalur transduksi 

sinyal dari membran sel ke dalam nukleus, yang terinisiasi oleh adanya aktivasi 

reseptor tirosin kinase. Terdapat tiga macam Ras yang berpotensi menjadi protein 

yaitu Harvey (H)-ras, Neuroblastoma (NJ-ras dan Kirsten (K)-ras (K4A- dan K4B-J. 

Tiap protein Ras tersusun dari 190 asam amino. Perbedaan diantara ketiga macam 

protein tersebut hanya terletak pada 25 asam amino penyusun ujung karboksil (C­

terminus). Mutasi pada Ras seringkali hanya terbatas pada satu macam gen Ras pada 

jaringan tertentu. Pada kanker hepar, 30% mutasi yang sering terjadi adalah pada N­

ras (Adjei, 2001). Mutasi N-ras yang sering terjadi terletak pada kodon 12, 13 dan 61 

(Feng et al., 2002). 

Satu kandidat gen yang potenslal dihubungkan dengan k~jadian kanker 

kelenjar ·payudara akibat induksi senyawa kimia adalah gen H-ras. H-ras merupakan 

protein yang terikat GTP dan berfungsi seperti perubahan molekul, dalam bentuk 

aktif terikat GTP clan inaktif terikat GDP, menghantarkan sinyal ekstraseluler dari 

plasma membran ke nukleus. Mutasi onkogenik pada H-ras menurunkan kemampuan 

Ras berinteraksi oengan GTPase aktivator protein (GAP) yang secara terus menerus 

mengaktivasi sinyal downstream termasuk untuk pertumbuhan dan proliferasi 

(Minshu dan Snyderwine, 2002). Penelitian yang dilakukan oleh Barbacid et af. 



22 

(1985), dengan menginduksi Nitrosomethylyrea (NMU) pada tikus menimbulkan 

karsinoma kelenjar payudara yang membawa perubahan G35 menjadi A mutasi 

transisi H-ras pada kodon 12. Karsinoma pada induksi MNU mempunyai frekuensi 

mutasi H-ras 90% transisi pada G35
, terutama perkembangan neoplasia G35 menjadi 

A35 

Transversi mutasi G-C menjadi C-G pada G35 dideteksi pada kelenjar mamae 

normal yang tampak aktivitas mutasi secara alami dari tikus Sprague dawley. 

Berdasarkan hasil penelitian 3 dari 75 total klon yang diseKuensi dengan mikrodiseksi 

pada kelenjar mamae nonnal terdapat mutasi jenis tersebut, kejadian mutasi itu 

persentasenya rendah pada sel epitel mamae. Mutasi H-ras tidak dideteksi pada 

isolasi DNA dari hepar (Minshu dan Snyderwine, 2002). 

2.4. Tinjauan tanaman Gynura procumbens sebagai antikanker 

Adapun klasifikasi tanaman tersebut adalah sebagai berikut : 

Divisi 

Subdivisi 

Kelas 

Bangsa 

Suku 

Marga 

Jenis 

: Spermatophyta 

: Angiospermae 

: Dicotyledonae 

: Asterales (Campanulatae) 

: Asteraceae (Compositae) 

: Gynura 

: Gynura procumbens (Lour.) Merr. 

(Backer dan Van den Brink, 1965) 
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Gambar 2.5. Daun Tanaman Gynura procumbens (Backer dan Van den 
Brink,1965) 

Tanaman Gynura procumbens (Gambar 2.5) berbentuk perdu tegak bila 

masih muda dan dapat merambat setelah culrup tua. Bila daunnya diremas berbau 

aromatis. Batangnya segi empat beruas-ruas, berdaging, panjang ruas dari pangkal 

sampai ke ujung semakin pendek, ruas berwarna hijau dengan bereak ungu. Daun 

tlmggal bentuk e1ips memanjang atau bulat telur terbalik . Daun dudnk, tersebar 

serta agak berdaging, tepi daun bergerigi dan berambut halus. Tangkai daun 

panjang Yz-3 Y, em, helaian daun panjang 3 Y,-12 y, em, lebar 1- 5 Y, em. Helaian 

daun bagian atas berwarna hijau dan bagian bawah berwarna hijau muda dan 

mengkilat. Kedua permnkaan daun berambut pendek. Tulang daun menyirip dan 

menonjol pada permukaan daun bagian bawah. Pada tiap pangkal ruas terdapat 

tunas keeil berwama hijau kekuningan. Tumbuhan ini mempunyai bunga 

bongkol , di dalam bongkol terdapat bunga tabung berwarna kuning oranye eokJat 

kemerahan panjang I-I Y, em, berbau tidak enak. Tiap tangkai daun dan helai 

daunnya mempunyai banyak sel kelenjar minyak (perry, 1980; Van Steenis, 1975; 

Backer dan Van den Brink, 1965). 

I 
I 
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Di Indonesia, Gynura procumbens (Lour.) MelT. memiliki beberapa nama 

daerah seperti sambung nyawa, ngokilo (Jawa) (Thomas, 1989) dan daun dewa 

(Melayu) (Heyne, 1987). Tumbuhan ini berasal dari daerah Afrika yang beriklim 

tropis yg kemudian menyebar ke Srilangka, Sumatera dan Jawa. Gynura 

procumbens dapat tUIubuh pada ketinggian 1-1200 m dpl, terutama tumbuh 

dengan baik pada ketinggian 500 m di alas perrnukaan laut. Banyak ditemukan 

tumbuh di selokan, semak belukar dan padang rumput (Backer dan Van den 

Brink, 1965). 

Senyawa aktif yang terkandung dalam daun tanaman Gynura procumbens 

(Lour.) Merr. antara lain sterol (P sitosterol, stigmasterol), glikosida sterol, 

nonadecane, phytyl valerat, adenosin, kaemferol-3-0-neohespericlosid, metal 9-

oktadekanoat, 4-hidroksi-4-metil-2-pentanon, stigmasterol asetat, quercetin, 

quercetin dalam bentuk glikosida dan kaemferol-3 glukosida (Heyne, 1987). Daun 

tumbuhan Gynura procumbens, L. MelT mengandung senyawa flavonoid, sterol 

tak jenuh, triterpen, polifenol, minyak atsiri dan lain-lain (Sudarto, 1985; 

Asepganda S, 1988). Flavonoid, sterol tak jenuh, triterpen, polifenol, tanin, 

saponin dan minyak atsiri merupakan senyawa hasil skrining daun Gynura 

procumbens (Lour.) MelT. yang dilakukan beberapa peneliti secara kualitatif 

(Sudarto, 1985; Suganda dkk., 1988; Hariyadi, 1991). Berdasar penelitian 

mengenai isolasi dan identifikasi senyawa yang terkandung dalam ekstrak 

etanolik daun Gynura procumbens temyata dalam fraksi etil asetat ekstrak 

etanolik Gynura procumbens (Lour.) MelT. terdapat senyawa flavonoid yang 

mengarah ke golongan flavon atau flavonol (Suprapti, 2000). 
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Pada penelitian ini ekstrak etanolik G. procumbens diberikan sebelum inisiasi 

DMBA dengan frekuensi pemberian \0 kali sehingga mekanisme kerja diduga 

melalui blocking agent dan Suppresing Agent dengan mekanisme menghambat 

terbentuknya DNA AdducI dan menghambat transformasi kanker menjadi malignant. 

Senyawa kemopreventif mempunyai efek melalui dua mekanisme yaitu 

blocking agent dan suppressing agent. Blocking agent mencegah bahan karsinogen 

mencapai target aksinya, baik melalui penghambatan aktivasi metabolisme atau 

menghambat interaksi dengan target makromolekul seperti DNA, RNA atau protem. 

Sedangkan supressing agent menghambat pembentukan malignant dari sel yang telah 

terinisiasi pada stadium promosi atau progresi (Surh, 1999). 

Komponen yang diduga memiliki efek antikarsinogenesis dari ekstrak 

etanolik Gynura procumbens adalah quercetin karena quersetin dapat meningkatkan 

level cyclic AMP dan menurunkan DNA, RNA dan sintesis protein pada sel tumor 

Ehrlich. Quercetin juga menghambat glikolisis aerobik pada sel kanker. Mekanisme 

ini mengakibatkan proliferasi sel terganggu (Midlleton et al., 2000) (Gambar 2.6). 

OH 

OH 

HO 

OH 0 
Gambar 2.6. Struktur kimia Quarcetin (Crystal, et aL, 2003). 
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Penelitian laboratorium mengenai khasiat Gynura procumbens (Lour.) Merr. 

sebagai obat antikanker juga telah banyak dikembangkan. Secara in vitro. Gynura 

procumbens (Lour.) Merr. baik dalam bentuk ekstrak etanolik ataupun residunya 

dilaporkan mempunyai aktivitas antikarsinogenik terhadap sel vero dan sel mieloma 

(Arianti, 1998; Anggraita, 1998). Beberapa penelitian in vivo membuktikan bahwa 

ekstrak etanolik Gynura procumhens mampu menghambat pertumbuhan kanker paru 

dan kanker lambung mencit yang diakibatkan oleh benzo( a)piren (Sugiyanto dkk., 

1993; Ulfa, 1999). Ekstrak eldllolik Gynura procumbens (Lour) Merr. dilaporkan 

mempunyai efek antimutagenik terhadap kanker paru-paru mencit yang diakibatkan 

oleh benzo( a)piren (Meiyanto, 1999). 

Ekstrak etanolik Gynura procumbens ini terbukti mampu menghambat 

pertumbuhan kanker paru pada mencit yang diinduksi dengan Benz~ a)pirene 

(Sugiyanto et aI., 2000) dan bersifat sitotoksik terhadap sel mielorna. Daun turnbuhan 

Gynura procumbens, L. Merr mengandung senyawa flavonoid, sterol tak jenuh, 

triterpen, polifenol, minyak atsiri dan lain-lain (Sudarto, 1985; Asepganda, 1988). 

Berdasarkan kenyataan empiris dan data-data yang tersedia tersebut, maka 

dapat dikatakan bahwa tanaman Gynura procumhens memilikl potensi untuk 

dikembangkan sebagai obat anti-kanker. Senyawa-senyawa yang terkandung di dalam 

tanaman tersebut kemungkinan besar memiliki aktivitas sebagai anti-tumor melalui 

beberapa kemungkinan mekanisme, yakni sebagai penghambat proses sinyal 

transduksi, memicu cell cycle arrest, apoptosis, atau bahkan menghambat metastasis. 

Dengan kata lain, kandungan senyawa tanaman Gynura procumbens kemungkinan 

mempunyai aktivitas sebagai anti kanker, pada awaJ terjadinya kanker (inisiasi) juga 
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pada stadium lanjut, yaitu pada keadaan displasia, invasive carcinoma, angiogenesis 

dan metastasis (Sudarto dan Pramono, 1985; Asepganda, 1988). 

Mengingat banyaknya senyawa yang terkandung di dalamnya, maka 

kemungkinan mekanisme tersebut saling mendukung sehingga menguatkan aksinya. 

Untuk itu maka penelitian ini dirancang untuk mempelajari kecenderungan 

mekanisme aksi dari aktivitas ekstrak etanolik Gynura procumbens terhadap jenis 

kallker tertentu (payudara) dan pada stadium tertentu (displasia, carcinoma in situ, 

metastasis dan angiogenesis) (Backer dan Van den Brink, 1965). 

2. S. Tinjauan Tanaman Curcuma zedoaria Sebagai Antikanker 

Curcuma zedoaria (Rose), di Indonesia disebut temu putih, temu kuning. 

Tumbuhan ini berasal dari Himalaya, India, dan terutama tersebar di negara-negara 

Asia meliputi China, vietnam, dan Jepang. Curcuma zedoaria (Rose) tumbuh liar di 

Sumatra (Gunung Dempo), di hutan jati Jawa Timur, banyak dijumpai di Jawa Barat 

dan Jawa Tengah, di ketinggian sam;>ai 1000 dpl. Berupa tanama.'1 tahunan, tinggi 

mencapal 2 m, tumbuh tidak berkelompok. DauTI b~rbentuk Ian set memanjang 

berwama merah lembayung di sepanjang tulang tengahnya. Bunga keluar dari 

rimpang samping, menjulang ke alas membentuk bongkol bunga yang besar. 

MaIlkota bunga berwama putih, dcr.gan tepi bergaris merah tipis atau kuning. 

Rimpang berwama putih atau kuning muda, rasa sangat pahil (Windono, dkk, 2002). 

Rimpang Curcuma zedoaria digunakan sebagai pembersih nifas, 

karminativum, tonikum, hepatoprotektor, melancarkan menstruasi, penawar gigitan 

ular, pengobatan luka dan tukak, lemah syahwat, penambah nafsu makan, 
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melancarkan peredaran darah. Di China telah digunakan di klinik untuk terapi kanker 

cervic (Windono dkk, 2002). 

Kandungan kimia rimpang Curcuma zedoana Rose terdiri dari : kurkuminoid 

(diarilheptanoid), minyak atsiri, polisakarida serta golongan lain. Diarilheptanoid 

yang telah diketahui melipllti kurkllrnin, demetoksikurkllmin, 

bisdemetoksikurkumin, dan 1,7 bis (4-hidroksifenil)-1 ,4,6-heptatrien-3-on (W indono 

dkk,2002). 

Minyak atsiri berupa eairan kental kuning emas mengandllng : monoterpen 

dan sesquiterpen. Monoterpen Curcuma zedoana terdiri dari monoterpen 

hidrokarbon (alfa pinen, D-kamfen), monoterpen alkohol (D-borneol), monoterpen 

keton (D-karnfer), monoterpen oks ida (sineol). Seskuiterpen dalam Curcuma 

zedoaria terdiri dari berbagai golongan dan berdasarkan penggolongan yang 

dilakukan terdiri dari : golongan bisabolen, elerna, gerrnakran, eudesman, guaian dan 

golongan spironolakton. Kandungan lain rneliputi : etil-p-metoksisinamat, 3,7-

dimetillindall-5-asam karboksilat (Windono dkk, 2002). 

Ekstrak etanol nmpang Curcuma zedoaria menunjukkan aktivitas 

menghambat sel-sel OVCAR-3 ( Cell-line kanker ovariurn manusia). Isolasi yang 

dipantau dengan bioaktivitas hambatan terhadap sel OVSCAR-3 rnenghasilkan 

senyawa aktif dernetoksi kurkumin (Windono dkk, 2002). Pemberian ekstrak etanol 

temu putih optimum pada dosis 500 rnglkg BB rnarnpu mengharnbat perturnbuhan 

tumor paru pada fase post inisiasi. Ekstrak etanol 50% turmeric rnernperlihatkan 

penghambatan pada sel normal dan bersifat sitotoksis pada sel lymphoma pada 

konsentrasi 0,4 rng/m!. Ekstrak elanol turmeric juga menunjukkan penghambatan 
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fase mitosis pada sel mamalia secara in vitro dengan menghambat pembentukan 

kromosom (Matter, 2001). 

Gambar 2.7. Daun dan bunga Curcuma zedoaria (A) Rimpang dan Curcuma zedoaria 
alau temu putih (B) 
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BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1. TlIJUAN PENELITIAN 

3.1.1. Tujuan Umum : 

30 

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk mengetahui aktifitas ekstrak 

etanol tanaman daun Mahkota Dewa (Gynura procumben) dan Rimpang Temu Putih 

(Curcuma zedoaria) sebagai antikarsinogenesis setelah inisiasi kanker payudara pada 

tilms dengan 7,12-Dimethylbenz(a)antrasen (DMBA). Hasil penelitian diharapkan 

dapat dipergunakan sebagai pembuktian ilmiah penggunaan tanaman obat tersebut 

sebagai antikanker khususnya kanker payudara. 

3.1.2. Tujuan Khusus 

a. Mengetahui ekspresi gen p53 pada kelenjar mamae tikus galur Sprague dawley 

yang diinduksi DMBA dan diberi ekstrak etanol Gynura procumbens dan 

Curcuma zedoaria. 

b. Mengetahui ekspresi gen H-ras pada kelenjar mamae tikus galur Sprague dawley 

yang diinduksi DMBA dan diberi ekstrak etanol Gynura procumbens dan 

Curcuma zedoaria. 

c. Untuk mengetahui insidensi tumor kelenjar maIDae tikus galur Sprague dawley 

yang diinduksi DMBA dan diberi ekstrak etanol Gynura procumbens dan 

Curcuma zedoaria. 

3.2. MANFAATPENELITIAN 

Data yang akan diungkap dari penelitian ini penting artinya untuk memberi 

landasan yang kuat dan rasional pada penggunaan ekstrak etanol Daun Dewa (Gynura 
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procumbens) dan Rirnpang Ternu Putih (Curcuma zedoaria) sebagai agen fitoterapi. 

Dengan diketahuinya data ekspresi gen p53 dan H-ras, serta insidensi perturnbuhan 

tumor dapat diperoleh landasan yang kuat tentang kinerja tanarnan obat tersebut 

sebagai anti kanker. Dirnana penelitian selarna ini belurn rnernberikan pernbuktian 

akurat sarnpai pada pengamatan tingkat molekuler. Hasil akhir penelitian ini dapat 

memberikan kontribusi bagi dunia farmasi untuk menambah khasanah obat secara 

alarni rnaupun skala industri. Kontribusi bagi bidang kesehatan dan pendidikan 

diperoleh melalui menurunnya angka insidensi kanker payudara dan kesadaran 

rnasyarakat akan tindakan preventif untuk menghindari penyakit kanker. 



BABIV 

METODE PENELITIAN 

4. 1. Waktu dan Tempat Penelitian 
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Penelitian ini dilakukan selama delapan bulan mulai Mei - Desember di 

kandang hewan coba FKH Unair meliputi pemeliharaan hewan coba, percobaan 

karsinogenesis, pemberian ekstrak tanaman dan penganlatan karsinogenesis. 

Pembuatan ekstrak tanaman dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas 

Farmasi UGM Yogyakarta, Uji imunohistokimia ekspresi p53 dan H-ras dilakukan di 

Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Dr. Sardjito Yogyakarta. 

4. 2. Materi Penelitian 

4. 2. 1. Hewan uji 

Hewan uji yang digunakan adalah Tikus putih (Rattus norvegicus) galur 

Sprague daw/ey betina umur 40 hari dengan berat rata-rata 60-70 g. lumlah hewan 

coba yang digunakan sebanyak 90 ekor, terbagi dalam dua kelompok yang terdiri dari 

kelompok penelitian Gynura procumbens 45 ekor dan kelompok penelitian Curcuma 

zedoaria 45 ekor. Kelompok penelitian tersebut terbagi dalam lima kelompok 

perlakuan. Sebelumnya hewan diaklimatisasi pada ruang dan kandang percobaan 

serta dikelompokkan berdasarkan perlakuan yang akan diberikan. Pakan dan minum 

diberikan secara ad libitum. 

4. 2 .2. Bahan Penelitian 

- Tanaman 



33 

Penelitian ini menggunakall bahan yang berasal dari tanaman, yaitu daun 

sambung nyawa (GYllura procurnbens) dan rimpang temu putih (Curcuma zedoaria). 

Bagian dari tanaman terse but diambil secara acak dengan kondisi yang masih segar 

lalu diproses hingga mendapatkan ekstrak etanolnya. Ekstrak etanol yang diperoleh 

dibagi dalam dua macam dosis yaitu 300 dan 750 mg/kg berat badan. 

- Karsinogen 

Sebagai bahan karsinogen digllnakan 7-12, Dimethylbenz(a)antrasen (DMBA) 

(Sigma Chern Co). 

- Bahan Imunohistokimia • 

Bahan untuk uji imunohistokimia menggunakan teh .. nik pemotongan jaringan 

yang sebelurnnya difiksasi dalm buffer formalin, sebagai berikut : Aceton, 2-

methylbutane (isopentane), dry ice, tempat cetakan Peel-awaylR), matriks untuk 

jaringan beku (OCm atau Cryomatrix®), forceps panjang, slide Superjrost Plus, 

Antibodi monoklonal anti p53 dan anti H-ras, Phospat Buffer Saline (PBS), larutan 

H202, diluent antibodi untuk imunohistokimia, St,eptavidill Horseradish 

Peroxidase, substrat Diaminobenzidine tetrahydrocloride (DAB), hematoksilin, 

reagen biru, etanol, xylene. 

4.2.3. A1at Penelitian 

Peralatan yang digunakan mehputi : Seperaagkat ulai bedah, steril disposible 

sirynge , microspuit injektor, pot-pot salep, alat gelas, kandang pemeliharaan, tube 

steril, erlenmeyer, pipet tetes, timbangan gram elektrik, pH meter lOA HM-60S, 

ultra sentrifugator (Hitachi SCP 85H), neraca elektrik (Shimadzu, tipe LS-6Dl), 

vortex, mikropipet, dan alat-alat gelas yang lazim digunakan di laboratorium. 
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4.3. Variabel Penelitian 

Beberapa variabel peneJitian yang diperlukan dalam penelitian ini meliputi: 

- Variabel Bebas : ekstrak etanol Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria yang 

menggunakan dua dosis yaitu 300 dan 750 mg I kgBB dan DMBA 20 mg I kgBB. 

- Variabel Tergantung : ekspresi p53 dan H-ras. 

- Variabel Kendali : tikus putih (Rattus norvegicus) galur Spraque dawley, umUf, 

jenis kelamin, kandang, densitas hewan coba, jenis, jumlah pakan dan minum ad 

libitum. 

4. 4. Metode Penelitian 

4. 4. 1. Pembuatan ekstrak etanolik 

Daun Gynura procumben dan Rimpang Curcuma zedoaria dibersihkan 

dengan air mengaIir, diiris menjadi bagian-bagian yang Iebih keciI, ditiriskan, dijemur 

dengan panas matahari tidak Iangsung dengan ditutupi kain wama gelap. Setelah 

kering, diserbuk, dan diayak sehingga diperoleh serbuk Gynura procumbens dan 

Curcuma zedoaria. Sebanyak 500 gram serbuk diekstrak dengan cara maserasi 

menggunakan peiarut etanol 96% sebanyak 1,5 L. Pengadukan diiakukan dua kali 

yaitu pada pagi dan sore hari, setelah 3 x 24 jam dilakukan penyaringan. Maserasi 

dilakukan 3 kali. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan kemudian diendapkan, Ialu 

disaring Ulltuk seianjutnya diuapkan dengan pengurangan tekanan menggunakan 

rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. 
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4.4.2. Pembuatan larutan karsinogen DMBA daIam minyak jagung 

DMBA ditimbang secara analitik ,dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 

ditambah dengan minyak jagung dengan volume tertentu. Selanjutnya diaduk dengan 

alat vortex sampai terlarut dan homogen. Pembuatan larutan DMBA diperhitungkan 

sehingga volume yang diberikan ke tikus antara 0,5-1,0 ml untuk dosis DMBA 20 

mg/kgBB. 

Rumus umum yang digunakan adalah : 

Volume pemberian DMBA= berat badan tikus 11000 x 20 I kadar DMBA 

Sebanyak 50,0 mg DMBA ditimbang dan dilarutkan dalam 20,0 ml minyak 

jagung, hingga diperoleh larutan DMBA dengan kadar 2,5 mg! m!. Tikus dengan 

berat badan 60 gr membutuhkan DMBA 2 mg atau sebanyak 0,2 ml larutan 

DMBA. 

4. 4. 3. Penyiapan sediaan uji (ekstrak etanolik G. Procumbens dan C 7.edoaria ) 

Ekstrak etanolik Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria yang akan 

diberikan pada hewan coba disuspensikan dalam aquades dengan suspending dgent 

CMC Na 0,5 % di dalam mortir. Pembuatan CMC Na 0,5 % dengan cara mnabwican 

CMC Na 0,5 gr dalam aquades hangat 100 ml dan diaduk sampai larut. Ekstrak, 

sesuai dengail dosis, disuspensikar. d.:ng:lll larutan CMC Na 0,5 % hingga diperoleh 

suspensi ekstrak dengan konsentrasi yang jika diberikan kepada hewan coba masing-

masing akan mendapatkan volume pemberian antara 0,5 - 1,5 m!. Volume pemberian 
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ini tidak melebihi volume maksimalyang diperbolehkan jika diberikan secara peroral 

kepada hewan coba (tikus). 

Rumus umum yang digunakan adalah : 

Volume pemberian = berat badan tikus/lOOO x dosis / kadar ekstrak 

Sebanyak 750 mg ekstrak etanolik Curcuma zedoaria disuspensikan dalam CMC Na 

0,5 % 25 ml, sehingga diperoleh kadar ekstrak 30 mg/mt. Untuk mendapat volume 

pemberian ekstrak, tikus dengan berat badan 60 gram, dosis ekstrak 300 mg/kgBB 

dibutuhkan 0,6 ml suspensi ekstrak, sedangkan pada dosis 750 mglkgBB 

membutuhkan J,5 ml suspensi ekstrak. Larutan ekstrak etanolik daun Curcuma 

zedoaria dalam CMC Na ini selalu dibuat baru, sebelum diberikan kepada hewan 

coba. Berhubung selalu ada peningkatan berat badan hewan coba setiap minggunya, 

maka selalu ada peningkatan jumlah ekstrak yang diberikan pada hewan coba setiap 

minggu serta penyesuaian kadar ekstrak yang dibuat. 

4.4.4. Perlakuan pad a Hewan Percobaan 

Disain penelitian ini pada dasarnya menggunakan model pre inisiasi DMBA 

yang dimaksudkan adalah pemberian ekstrak etanol senyawa anti kanker Gynura 

procumbens diberikan sebelum pemberian senyawa karsinogen DMBA Hewan coba 

yang digunakan tikus putih gaJur Sprague dawley betina umur 40 hari dengan berat 

badan rata-rata 60-70 g. Tikus ditempatkan pada kandang dengan ukuran sarna 

berupa bak dari plastik yang dilengkapi dengan tempat pakan dan minum, setiap bak 
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terdapat 6-8 ekor tikus, pakan dan millum diberikan secara ad libitum. Seluruh 

kandang ditempalkan pada satu ruang yang memiliki ventilasi cukup baik. 

Sejumlah 45 ekor tikus betina galur Sprague dawley dikelompokkan menjadi 

lima kelompok perlakuan. Seliap kelompok perlakuan memerlukan 9 ekor tikus. 

Pengelompokan hewan percobaan pada setiap kelompok perlakuan adalah sebagai 

berikllt : 

Kelompok I : Kelompok Kontrol Posilip OMBA. Pada umur 55 hari tikus diberi 

OMBA 20 mg/kg bb dalarn com oil intragastrik frekuensi seminggu 

dua kali selal1la lima minggu, l1Iulai minggu ketiga sal1lpai dengan 

akhir minggu ketujuh. Kelompok ini tanpa diberi ekstrak. 

Kelompok II : Kelompok Perlakllan dosis ekstrak 300 mglkg bb. Pada umur 40 hari 

tikus diberi ekstrak elanol Gynura procumbens dosis 300 mg/kgBB 

intragastrik, pemberian dilakukan setiap hari selama tujuh minggu 

mulai minggu pertama sampai akhir minggu kelujuh, mulai 

diberikan dua minggu sebelum pemberian OMBA. OMBA 20 mg/kg 

bb intragastrik diberikan mulai minggu ke 3 sarnpai dengan akhir 

minggu ketujuh, pemberian dilakukan dua kali seminggu. 

Kelompok III : Kelompok Perlakuan dosis ekstrak 750 mg/kg bb. Pada umur 40 hari 

likus diberi ekstrak elanol Gynura procumbens dosis 750 mg/kgBB 

intragastrik, pemberian dilakukan setiap hari selama tujuh minggu 

mulai minggu pertama sampai minggu ketujuh, mulai diberikan dua 

minggu sebelum pemberian OMBA. OMBA 20 mglkg bb 
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intragastrik diberikan mulai mmggu ke 3 sampai dengan akhir 

minggu ketujuh, pemberian dilakukan dua kali seminggu. 

Kelompok IV : Kelompok Perlakuan Kontrol 1\egatip ekstrak tanpa DMBA. 

Kelompok perlakuan ini hanya diberi ekstrak Gynura procumben 

300 mg/kg bb intragastrik pad a tikus umur 40 hari, diberikan setiap 

hari mulai minggu pertaIn a sampai dengan akhir minggu ketujuh. 

Kelompok perlakuan ini tanpa pemberian DMBA. 

Kelompok V: Kelompok Perlakuan Kontrol Negatip Ekstrak. Kelompok perlakuan 

ini hanya diberi ekstrak Gynura procumben 750 mglkg bb 

intragastrik pada tikus umur 40 hari, diberikan setiap hari mulai 

minggu pertama sampai dengan akhir minggu ketujuh. Kelompok 

perlakuan ini tanpa pemberian DMBA. 

Pengelompokan dan perlakuan yang sarna juga dilakuan pada percobaan 

pemberian DMBA dan ekstrak Curcuma zedoaria. 

Yariabel pengamatan meliputi : insidensi pembentukan nodul tumor pada 

kelenjar mamae dan ekspresi gen p53 dan H-ras. Pengamatan setiap variabel tersebut 

sangat spesiflk pada waktu tertentu selama peIjaianan peneiitian atau perlakuan pada 

setiap kelompok perlakuan. 

Seperti yang tercantum pada skema di bawah setiap perlakuan yang terdiri 

dari 9 ekor tikus, dilakukan pengamatan perkembangan karsinogenesis dan ekspresi 

gen secara mntut yaitu dengan mengorbankan sebagian tikus setiap tahap 

pengamatan, Secara rinci dapat disebutkan sebagai berikut : 



39 

Pengamatan pertama : sebanyak tiga ekor tikus pada setiap perlakuan dikorbankan 

dengan melakukan dislokasi pada leher, dilakukan pada akhir 

minggu keduabelas untuk pengamatan ekspresi gen p53 dan 

H-ras pada organ kelenjar mamae. 

Pengamatan kedua : sebanyak enam ekor tikus pada setiap perlakuan dikorbankan 

dengan melakukan dislokasi leher pada akhir minggu 

kesembilan belas untuk pengamatan insidensi pembentukan 

nodul tumor pada kelenj2c mamae. 



Skema Kelompok Perlakuan : 

DMBA ~9.~w.~~~.;.~?m oil . . 
KI. II 12 13 14 15 16 17 'is 19 1101111121131141151161111~ 11 • 

DMBA 20 mgikg bb + Com Oil! I 
K I~ P F f'r"i;"~"i;"is 19 110 pi 112113114115 P611711, I~ • 

'-- ./ l 1 
Ekstrak Gynura procumbensCurcuma zedoarit 300 mg/kg + CMC Na Of% 

DMBA 20 mgikg bb + Corn oil 
.•.................•• 

K I~I I 1 12 i 3 14 15 16 17 18 19 Ilq 111 12\ 131 141151161 IJ I' Ii • 

\... / ~ 1 
Ekstrak Gynura procumbens!Curcuma zedoarfp 750 mgikg + CMC NaO~% 

· . · . 
KI: 11121314151617ISI91101111121131141151161111~ Ii • 

'-- ./ ~ ~ 
Ekstrak Gynura procumben / Curcuma zedoarif 300 mgikg + CMC Na Oj5% 

KV II 12 13 14 15 16 17 18 19 110111112i131141151161111~ I~ 
• . -I • 

\... ./ ~ ~ 

Ekstrak Gynura procumben,l Curcuma zedoar+ 750 mgikg + CMC Na 015% 
~ l 
: : 
: : · . : : 

~ ~ 
Ekspresi p53 
Ekspresi H-ras 

Insidensi Tumor 

40 
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4.4.5. Uji Imunohistokimia Ekspresi p53 dan H-ras 

Proses pembuatan sediaan jaringan histopatologi dalam bentuk blok parafin 

diawali dengan sampel kelenjar mammae difiksasi dengan larutan buffer formalin 

10% dalam pot salep, kemudian dilakukan pemisahan lemak pada kelenjar mammae 

dan organ tersebut dipotong kira-kira setebal 3-5 10m. Selanjutnya kelenjar mammae 

diletakkan dalam kaset dan dibungkus kertas saring untnk dehidrasi jaringan, laIn 

dicuci dengan air mengalir ± 5 men it. Selanjutnya dilakukan tahap embedding, bahan 

dasar parafin dicairkan pada suhu 70°C untuk menarik sisa-sisa minyak atau xylon 

agar bersih dan juga untuk menkonsistensikan keadaan jaringan agar tidak berubah 

struktur atau bentuknya selama 90 menit. Proses ini dilanjutkan dengan dehidrasi, 

penjemihan, penembusan, dan blocking dengan paraffin. Selanjutnya dilakukan 

proses dehidrasi dengan etanol 70%, 80%, 90%, 96% dan alcohol absolute secara 

berturut-turut masing-masing selama 60 menit. Kemudian dilanjutkan dengan hyring 

menggunakan xylol diulang hingga tiga kali penyaringan masing-masing penyaringan 

dilakukan selama 45-60 menit. Langkah selanjutnya adalah penanaman kelenjar 

mammae dalam parafm cair selama 24 jam (blocking). 

Blok parafm yang telah berisi jaringan dJpotong setebal 3-4 11m dengan 

mikrotom dan diletakkan di atas slide Poly-L-Lysine kemudian diinkubasi sernalam 

di inknbator pada snhn 45° C. Selanjutnya dilakukan deparafmisasi dengan xylen 

sebanyak 3 kali masing-masing selama 3 menit. Dilanjutkan dengan pencucnian 

dengan PBS (Phosphate Buffer Saline) sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 

menit. Preparat kemudian direndam dalam 3 % hidrogen peroksida (H20 2 dalam 

metanol) selama 20 menit, lalu dicnci dengan aquadest dilanjutkan pencucian dengan 
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PBS sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 meni!. Selanjutnya dilakllkan antigen 

retrieval dengan melakukan perendaman preparat dalam bufer sitrat pH 6,0 di dalam 

microwave. Biarkan dingin selama 20-30 menit dilanjutkan dengan pencucian PBS 

sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 men it. Preparat diinkubasikan dalam normal 

mouse serum selama 5 meni!. Selanjutnya normal mouse serum dibersihkan (tanpa 

dicuci), kemudian preparat ditetesi dengan antibodi primer IgG2h (mouse monoklonal 

antibodi anti p53) ab-I (clone Pab 240) dan H-ras IgGl (F235) : sc-29, disimpan 

selama 24 jam di dalam lemari es (8"C). Setelah itu, preparat dicuci dalam PBS 

sebanyak 3 kali masing-masing selama 5 men it, kemudian diinkubasikan dengan 

antibodi sekunder terbiotinilasi selama 5 men it, lalu dicuci dengan PBS sebanyak 3 

kali masing-masing selama 5 menit. Selanjutnya ditetesi dengan streplavidin­

peroksidase selama 5 menit, lalu dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali masing-masing 

selama 5 menit. Dilanjutkan dengan inkubasi dalam 3,3-Diaminobenzidin (DAB) 

selama 5-15 menit, kemudian dicuci dengan air mengalir selama 10-15 menit, 

selanjutnya dilakukan counterstain dengan Meyers selama 3-4 meni!. Preparat dicuci 

denga~ air mengalir selama 10-\5 menit. Dilanjutkan rehidrasi secara bertingkat 

dengan etanol absolut, etanol 95%, etanol 80% dan xylol sebanyak 2 kali. Terakhir 

dilakukan mounting sebelurn ditutup dengan cover glass. Pengecatan 

imunohistokirnia dilakukan di Laboratoriurn Patologi Anatomi RSUP Dr. Sardjito­

Yogyakarta dan Laboratorium Patologi Anatomi dan Laboratoriurn Parasitologi 

Fakultas Kedokteran UGM-Yogyakarta Selanjutnya dilakukan pengamatan ekspresi 

protein p53 dan H-ras pada sel epitei duktus mammae pada semua perlakuan hewan 

uji. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 40x lensa 
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objektif. Metode pengecatan imunohistokimia mendeteksi ekspresi protein secara 

spesifik berdasarkan reaksi antigen-antibodi. Hasil reaksi antigen-antibodi 

divisualisasi dengan kromogen DAB yang akan berwama coklat pada daerah 

membran sel dilihat dibawah mikroskop, sedangkan sel yang tidak mengekspresikan 

memberikan wama biru pada membran sel. Pengamatan dilakukan dengan tiga 

lapangan pan dang (dengan masing-masing lapangan pandang terdiri dari minimall 00 

sel epitel duktus mammae pada 3-5 duktus kelenjar mammae) pada semua preparat 

setiap kelompok perlakuan untuk mengetahui efek ekstrak etanoIik Gynura 

procumbens terhadap peningkatan ekspresi Mutant p53 dan H-ras. Nilai ekspresi p53 

dan H-ras dinyatakan dengan jumlah sel epitel duktus mamae yang mengekspresikan 

protein p53 dan H-ras. Jumlah sel tersebut didapatkan dengan melakukan 

penghitungan rata-rata sel epitel duktus kelenjar mamae pada tiga lapang pandang 

yang mengekspresikan p53 dan H-ras tiap sampel pada setiap kelompok hewan uji. 

Pemeriksaan dilakukan di bawah mikroskop binokuler (Olympus"" CX2l microscope 

digital camera system) di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga. 

4.4.6. Pengamatan insidensi tumor 

Mulai minggu pertama setelah inisiasi DMBA terakhir dilakukan palpasi pada 

kelenjar mammae tikus. Palpasi dilakukan setiap ininggl' hingga minggu ke-12 

setelah inisiasi DMBA terakhir. lumlah nodul tumor masing masing tikus dicatat. 

Insidensi adalah persentase dari jumlah tikus yang mengandung tumor pada satu 

kelompok perlakuan. 
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4.5. Analisis Data 

Evaluasi hasil uji antikarsinogenesis meliputi pengamatan makroskopis dan 

mikroskopis. Pengamatan makroskopis meliputi insidensi tumor, tikus setelah 

diinisiasi dengan DMBA yang menggambarkan tentang jumlah tikus yang terkena 

tumor (insidensi tumor) Pengamatan mikroskopis meliputi keadaan sitologi kelenjar 

mammae dari hasil pewarnaan Immunohistokimia, uotuk mengetahui adanya 

peningkatan ekspresi protein mutant p53 dan H-ras. 

Analisis hasil penelitian meliputi data jumlah tikus yang mengandung tun;Jr 

mammae (insidensi) dan jumlah sel yang mengekspresikan p53 dan H-ras diuji 

normalitas data dengan Kolmogorov-Smirnov. Bila data terdistribusi normal, 

kemudian dianalisa dengan One-Way ANOVA dilanjutkan dengan post-hoc/est Uji 

Jarak Berganda (Duncan lest) dengan taraf kepercayaan 95%. Uji statistik dilakukan 

dengan bantuan perangkat lunak SPSS1f' 16 for Windows®. 
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BABV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Ekspresi p53 pada Pemberian Ekstrak Gynura procumbens 

Pemberian Ekstrak etanolik Gynura procumbens menunjukkan terjadinya 

penurunan ekspresi protein Mutant p53 pada sel kelenjar rnarnae tikus galur Sprague 

daw/ey yang diinduksi DMBA ini yang sangat bermakna (p<0,05) pada analisis 

varian satu arah. Pada Tabel 'i.\ tampak adanya penurunan ekspresi Mutant p53 

protein pada masing-masing perlakuan ekstrak dibandingkan dengan perlakuan I. 

Tabel 5.1. Efek ekstrak etanolik Gynura procumbells terhadap peningkatan 
ekspresi Mlltallf p53 pada sel epitel duktus mammae tikus yang 
diiinduksi DMBA 

Perlakuan Rata-rata Persentase Penurunan 
Jumlab sel Rata-rata ± SD (%) 
terekspresi 

I 70,00 66,23 ± 4,57' 
II 43,33 38,44 ± 6,33" 41,95 % 
III 48,33 43,97 ± 4,31" 33,61 % 
IV 18,33 1637 ±2 04' , , 
V 15,67 14,61 ±4,01' 

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama ntenunJukkan adanya 
perbedaan yang nyata antara perlakuan (p<0,05). 

Perlakuan I : DMBA 20 mg/kg bb. 
Perlakuan II : DMBA 20 mg/kg bb + Gy/;ura procumbens 300 mg/kg bb. 
Perlakuan III : DMBA 20 mg/kg bb + Gynura procumbens 750 mg/kg bb. 
Perlakuan IV : Ekstrak Gynllra procumbens 300 mg/kg bb. 
Perlakuan V : Ekstrak Gynuf'Q procumbel's 750 mg.'kg bb. 

Hasil pengamatan dan penghitungan persentase rata-rata ekspresi Mutant p53 

pada perlakuan I adalah 66,23 ± 4,57 dibandingkan dengan perlakuan II dengan 

persentase rata-rata 38,44 + 6,33 menunjukkan terjadinya penurunan sebesar 41,95 

I 
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%. Dernikian pula bila dibandingkan dengan perlakuall II dengan persentase rata-rata 

43,97 ± 4,31 

Gambar 5. I. Ekspresi Mutant p53 pada sel epitel kelenjar rnarnae tikus setelah 
pemberian Gynura procumbens dan inisiasi dengan DMBA, ditunjukkan 
dengan warna cokJat gelap pada sitoplasrna dan inti sel (panah merah), 
sedangkan yang tidak rnengekspresikan Mutant p53 ditunjukkan wama 
putih pada sitoplasma sel dengan inti geJap (panah hjtam). 

Keterangan : A) Perlakuan I ; B) Perlakuan II ; C) Perlakuan ill ; D) Perlakuan IV 
dan E) Perlakuan V. 
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menunjukkan terjadinya penurunan sebesar 33,61 %. Hasil uji lanjutan dengan uji 

jarak berganda Duncan menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) perlakuan 1 

dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Sedangkan pada perlakuan II dan III tidak 

menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05), hal tersebut membuktikan bahwa 

pemberian ekstrak Gynura procumbens 300 dan 750 mglkg bb memberikan efek 

yang relatif sarna dalam hal penurunan ekspresi Mutant p53 bila dibandingkan 

dengan perlakuan 1. Demikian pula perlakuan IV dan V tidak menunjukkan 

perbedaan yang nyata (p>0,05). 

5.2. Ekspresi Mutant p53 pada Pemberian Ekstrak Curcuma zedoaria 

Hasil pengarnatan uji imunohistokimia pada sel kelenjar mamae tikus 

menunjukkan bahwa pada pemberian pemberian ekstrak etanolik Curcuma zedoaria 

terjadi penurunan ekspresi protein Mutant p53 pada sel kelenjar mamae tikus galur 

Sprague daw/ey yang diinduksi DMBA sangat bermakna (p<0,05) pada anal isis 

varian satu arah. Pada Tabel 5.2 tampak adanya penurunan ekspresi Mutant p53 

protein pada masing-masing perlakuan ekstrak dibandingkan dengan periakuan J. 

Tabel 5.2. Efek ekstrak etanolik Curcuma zedoaria terhadap peningkl!tan 
ekspresi Mutant p53 pada sel epitel duktus mammae tikus yang 
diiinduksi DMBA 

Perlakuan Rata-rata Persentase Penurunan 
Jumlah sel Rata-rata ± SD (%) 
terekspre!:i 

I 67,67 63,39 ± 5,39" 
II 44,00 39,67 ± 6,69" 37,42 % 
III 47,00 44,45 ± 5,34" 29,87 % 
IV 24,00 22,21 ±4,47c 
V 19,33 17,78 ± 1,79c 

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sarna menunJukkan adanya 
perbedaan yang nyata antara perlakuan (p<0,05). 

Perlakuan I : DMBA 20 mg/kg bb. 



Perlakuan II : DMBA 20 mglkg bb + Curcuma zedoaria 300 mglkg bb. 
Perlakuan III : DMBA 20 lIlglkg bb + Curcuma zedoaria 750 mglkg bb. 
Perlakuan IV : Ekstrak Curcuma zedoaria 300 lIlglkg bb. 
Perlakuan V : Ekstrak Curcuma zedoana 750 mg;kg bb. 
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Hasil uji normalitas dengan Ko!mogorov-Smirnov menunjukkan bahwa data 

keseluruhan terdistribusi normal (p>0,05), selanjutnya uji anova satu arah 

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) pada pemberian ekstrak Curcuma 

zedoaria terhadap persentase ekspresi Mutant p53 sel epitel kelenjar malllae. Uji 

lanjutan dilakukan dengan lIlenggunakan uji jarak berganda Duncall untuk 

lIlengetahui perbedaan rata-rata persentase ekspresi Mutant p53 di setiap kelolllpok 

perlakuan. Persentase ekspresi Mutant p53 sel epitel kelenjar lIlamae tertinggi 

didapatkan pada kelompok control DMBA 20 lIlglkg bb sebesar 63,39 ± 5,39', 

Terdapat penurunan ekspresi Mutant p53 secara signifikan (p<0,05) sebesar 37,42 % 

pada pemberian ekstrak Curcuma zedoaria 300 mglkg bb dibandingkan dengan 

kelompok kontrol DMBA 20 mglkg bb. Penurunan persentase ekspresi Mutant p53 

juga terdapat pada pelllberian ekstrak Curcuma zedoaria 750 mglkg bb yaitu sebesar 

29,87 % dibandingkan dengan kelompok kontroJ DMBA 20 mglkg bb. 

Pelllberian ekstrak etanoJ Gynura procumbens dan Curcuma zedoaria dosis 

300 dan 750 mglkg bb tampaknya memberikan hasil penurunan ekspresi Mutant p53 

dibandingkan dengan kelompok kontrol yang hanya diinduksi DMBA 20 mglkg bb. 

Hal tersebut berarti terjadi hambatan pada ekspresi protein Mutant p53 yang 

mengarah pada hambatan terjadinya mutasi pada gen p53. Berkaitan dengan 

tingginya ekspresi Mutant p53 pada kelompok kontrol yang hanya diinduksi DMBA, 

hal tersebut tampaknya sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Molina, at 



49 

al. (2000) bahwa kanker yang membawa perubahan genetik p53 mempunyai karakter 

yang agresif. Protein p53 adalah produk dari tumor supresor gen yang berada di 

kromosom manusia ke 17 yang kemudian akan mengatur proliferasi sel normal. 

Mutasi dari gen p53 telah dilaporkan tetjadi pada kanker payudara pada manusia, 

khususnya pada kanker stadium lanjut dan lebih agresif. Gen p53 terekspresi pada 

level yang rendah pada sel normal ketika tetjadi kerusakan DNA. 

Penurunan ekspresi Mutant p53 pada kelompok II lebih besar dibandingkan 

dengan kelompok III.. Hal ini kemungkinan disebabkan karena mekanisme 

penghambatan karsinogenesis ekstrak etanolik Gynura procumbens maupun 

Curcuma zedoaria sebagai blocking agent dan suppressing agent pada dosis 

300mglkgBB lebih efektif dibandingkan dengan dosis 750mglkgBB. Hal ini 

dikarenakan ekstrak etanolik Gynura procumbens rnaupun Curcuma zedoaria beketja 

di fase yang pertama yaitu blocking agent dimana ekstrak ini mencegah perubahan 

bahan procarcinogen (DMBA) menjadi bahan ultimate carcinogen (epoksid 

dehidrodiol) dengan meningkatkan aktivitas enzim GST yang bp-kerja mengkonjugasi 

bahan karsinogen tersebut untuk dikeluarkan dari dal1!.m tubuh melalui ekskresi urin. 

Akibatnya kerusakan DNA alau kejadian rnutasi dari oncogene dapat dihindari karena 

pengbambatan pembentukan senyawa reaktif dan interaksinya dengan DNA. 
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Gambar 5.2. Ekspresi Mutant p53 pada sel epitel kelenjar marnae tilms setelah 
pemberian ekstrak Curcuma zedoaria dan inisiasi DMBA, ditunjukkan 
dengan wama coklat gelap pada sitoplasrna dan inti sel (panah merah), 
sedangkan yang tidak mengekspresikan Mutant p53 ditunjukkan wama 
putib pada sitoplasma sel dengan inti gelap (panah hitam). 

Keterangan : A) Perlakuan I ; B) Perlakuan II ; C) Perlakuan III ; D) Perlakuan IV 
dan E) Perlaknan V. 
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5.3. Ekspresi Mutant H-ras pad a Pemberian Ekstrak Gynura procumbens 

Pemberian Ekstrak etanolik Gynura procumbens menunjukkan terjadinya 
-

penurunan ekspresi protein Mutanl H-ras pada sel kelenjar mamae tikus galur 

Sprague dawley yang diinduksi DMBA ini yang sangat bermakna (p<0,05) pada 

analisis varian satu arah. Pada Tabel 5.3 tampak adanya penurunan ekspresi protein 

Mutant H-ras pada masing-masing perlakuan ekstrak dibandingkan dengan 

perlakuan I. 

Tabel 5.3. Efek ekstrak etanolik Gynura procumbens terhadap peningkatan 
ekspresi Mutant H-ras pada sel epitel duktus mammae tikus yang 
diiinduksi OMBA 

Perlakuan Rata-rata 
Jumlah sel 
tereks resi 

Persentase 
Rata-rata ± SO 

1 66,33 61,54 ± 3,50' 
II 41,33 39,32±7,12 
III 41,67 43,27 ± 13,76 
IV 20,67 19,34 ± 7,73< 
V 18,33 17,51 ± 5,83< 

Penurunan 
(%) 

36,11 % 
29,69 % 

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sarna menunjukkan adanya 
perbedaan yang nyata antara perlakuan (p<O,05). 

Perlakuan I : DMBA 20 mg/kg bb. 
Perlakuan II : DMBA 20 mglkg bb + Gynura proeumbens 300 mgikg bb. 
Perlakuan III : DMBA 20 mg/kg bb + Gynura procumbens 750 mglkg bb. 
Perlakuan IV : Ekstrak Gynura procumbens 300 mg/kg bb. 
Perlakuan V : Ekstrak Gynura procumbens 750 mg/kg bb. 

Hasil pengamatan dan penghitungan persentase rata-rata ekspresi Mulant H-

ras pada perlakuan ) anaiah 61,54 ::t: 3,50 dibandingkan dengan perlakuan II dengan 

persentase rata-rata 39,32 + 7,12 menunjukkan terjadinya penurunan sebesar 36,\1 

%. Demikian pula bila dibandingkan dengan perlaku::n II dengan persentase rata-rata 

43,27 ± 13,76 menunjukkan terjadinya penurunan sebesar 29,69 %. 
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Gambar 5.3 . Ekspresi Mutant H-ras pada sel epitel kelenjar mamae tikus, ditunjukkan 
dengan warna coklat gelap pada sitoplasma dan inti sel(panah merah), 
sedangkan yang tidak mengekspresikan Mutant H-ras diumjukkan 
wama biru pada sitoplasma dan inti sel gelap (panah hitam). 

Keterangan : A) Perlakuan I ; 8) Perlakuan II ; C) Perlakuan III ; D) Perlakuan IV 
dan E) Perlakuan V. 

Hasil uji lanjutan dengan uji jarak berganda Duncan untuk mengetahui perbedaan 

rata-rata setiap kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan signifikan (p<O,05) 

antara perlakuan I dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Sedangkan pada 
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perlakuan II dan III tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p>O,05), hal tersebut 

membuktikan bahwa pemberian ekstrak Gynura procumbens 300 dan 750 mg/kg bb 

memberikan efek yang relatif sarna dalam hal penurunan ekspresi Mutant H-ras bila 

dibandingkan dengan perlakuan I. Demikian pula perlakuan IV dan V tidak 

menunjukkan perbedaan yang nyata (p>O,05). 

5.4. Ekspresi Mutant H-ras pada Pemberian Ekstrak Curcuma zedoaria 

Hasil pengamatan uji imunohistokimia pada sel kelenjar mamae tikus 

menunjukkan bahwa pada pemberian pemberian ekstrak etanolik Curcuma zedoaria 

terjadi penurunan ekspresi protein Mutant H-ras pada sel kelenjar mamae tikus galur 

Sprague daw/ey yang diinduksi DMBA sangat bemlakna (p<0,05) pada analisis 

varian satu arah. Pada Tabel 5.4 tampak adanya penurunan ekspresi Mutant H-ras 

protein pada masing-masing perlakuan ekstrak dibandingkan dengan perlakuan I. 

Tabel 5.4. Efek ekstrak etanolik Curcuma zedoaria terhadap peningkatan 
ekspresi Mutant H-ras pada sel epitel duktus mammae tikus yang 
diiinduksi DMBA 

Perlakuan Rata-rata Persentase Penurunan 
Jumlah sel Rata-rata ± SD (%) 
t"rekspresi 

1 67,67 70,41 ± 1,33" 
II 44,00 49,09 ± 14,14" 30,28 % 
1lI 47,00 48,63 ± 12,20~ 30,93 % 
IV 24,00 19,92 ± 6,91' 
V 19,33 16,59 ± 3,73' 

Keterangan : Sup~rskrip Yl!l1g berbeda pada kolom yang sarna menunJukkan adanya 
perbedaan yang nyata antara perlakuan (p<0,05). 

Perlakuan I : DMBA 20 mg/kg bb. 
Perlakuan II : DMBA 20 mg/kg bb + Curcuma zedoaria 300 mg/kg bb. 
Perlakuan III : DMBA 20 mg/kg bb + Curcuma zedoaria 750 mg/kg bb. 
Perlakuan IV : Ekstrak Curcuma zedoaria 300 mg/kg bb. 
Perlakuan V : Ekstrak Curcuma zedoaria 750 mg/kg bb. 
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Hasil uji nonnalitas dengan Kolmogorov-Smirnov menunjukkan bahwa data 

keseJuruhan terdistribusi normal (p>0,05), seJanjutnya uji anova satu arah 

menunjukkan perbedaan yang signifikan (p<0,05) pada pemberian ekstrak Curcuma 

zedoaria terhadap persentase ekspresi Mutant p53 sel epiteJ keJenjar mamae. Uji 

Janjutan dilakukan dengan menggunakan uji jarak berganda Duncan untuk 

mengetahui perbedaan rata-rata persentase ekspresi Mutant H-ras di setiap keJompok 

perJakuan. Persentase ekspresi Mutant H-ras seJ epiteJ kelenjar mamae tertinggi 

didapatkan pada kelompok kontrol DMBA 20 mg/kg bb sebesar 70,4 i ± 1,338
, 

Terdapat penurunan ekspresi Mutant H-ras seeara signifikan (p<0,05) sebesar 30.28 

% pada pemberian ekstrak Curcuma zedoana 300 mg/kg bb dibandingkan dengan 

keJompok kontrol DMBA 20 mg/kg bb. Penurunan persentase ekspresi Mutant H-ras 

juga terdapat pada pemberian ekstrak Curcuma zedoaria 750 mg/kg bb yaitu sebesar 

29,87 % dibandingkan dengan kelompok kontroJ DMBA 20 mg/kg bb. 

Pemberian ekstrak etanol Gynura zedoaria dan Curcuma zedoaria dosis 300 

dan 750 mg/kg bb tampaknya memberikan hasil penurunan ekspresi Mutant H-ras 

dibandingkan dengan keJompok kontroJ yang hanya diinduksi DMBA 20 mg/kg bb. 

HaJ tersebut berarti terjadi hambatan pada ekspresi protein Mutant H-ras yang 

mengarah pada hambatan terjadinya mutasi pada gen H-ras. Hal tersebut tampaknya 

sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan Limtrakul et al. (2001) bahwa 

cureumin yang terkandung di dalam ekstrak Curcuma zedoaria dapat memblokade 

salah satu titik tangkap pada jalur sinyal tranduksi awal yaitu ekspresi onkogen Fos 

dan Ras, salah satu titik tangkap tersebut diduga adalah Nf-KB. 
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Pada aras molekuler, metabolit reaktif DMBA telab dibuktikan mampu 

menimbulkan stres pada DNA melalui pembentukan DNA adduct di hepar pada dosis 

pemberian DMBA 12 mg/kgBB (Izzotti et aI., 1999). Akibat DNA adduct terse but 

dapat mempengaruhi perubahan ekspresi gen regulator pertumbuhan (perjesi et aI., 

2006) seperti onkogen H-ras pada sel kelenjar mamae. Pada fase inisiasi, 

kemungkinan titik tangkap penekanan ekspresi H-ras pada sel epitel kelenjar mamae 

adalah pada penghambatan aktivasi DMBA menjadi ultimate carcinogen yang 

menyebabkan abnormalitas pada sel hepar dengan ditunjukkan meningkatnya 

ekspresi protein H-ras karena terbentuknya DNA adduct. Target aksi yang efektif 

pada penghambatan tersebut adalah enzim-enzim pemetabolisme baik fase I dan II. 

Pada enzim pemetabolisme fase I, kemampuan ekstrak dalam mengurangi ekspresi H­

ras sel hepar dapat dimungkinkan melalui penghambatan aktivasi DMBA dalam 

bentuk ultimate carcinogen tersebut. Enzim sitokrom P450 (CYP) dikenal sebagai 

enzim pemacu aktivasi senyawa prokarsinogen menjadi karsinogen. Keluarga enzim 

sitokr0m P450 yang terlibat dalam aktivasi DMBA adalah CYPI A I dan CYPI B I 

(Smart & Akunda, 2001). Sehingga penghambatan ekspresi dan aktivitas sitokrom 

P450 dapat menghambat aktivasi DMBA 

Mekanisme induksi enzim GST-Il oleh kurkumin telab diteliti Thangapazham 

ct al. (2006), yang menjelaskan bahwa kurkumin bekelja dengan cara menginduksi 

ekspresi HO-J memberikan sinyal melalui (NF-E2)-related factor 2 (Nrf-2) dan NF­

ill sehingga demikian berpoten~i mengurangi stress oksidasi. Nrf2 adalah faktor 

transkripsi yang meregulasi ekspresi enzim konjugasi seperti glutathione S­

transferase (OST) melalui antioxidant response element (ARE), 
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Gambar 5.4. Skema dari target-target kemopreventif dari kurkumin dalam menekan 
inisiasi tumor. (Thangapazham, et al .. 2006) 

Keterangan: ROS, reactive oxygen species; RNS, reactive nitrogen species; NFI<B, 
nuclear factor kappa B; Nrfl, (NF-E2)-related factor 2; 80-1, 
hemeoxygenase-I; GST, glutathione S-transferase; GR, glutathione 
reductase. 

Penurunan ekspresi Mutant H-ras pada kelompok II lebih besar dibandingkan 

dengan kelompok III.. Hal ini kemungkinan disebabkan karena mekanisme 

penghambatan karsinogenesis ekstrak etanolik Gynura procumbens maupun 

Curcuma zedoaria sebagai blocking agent dan suppressing agent pada dosis 

300mg/kgBB lebih efektif dibandingkan dengan dosis 750mg/kgBB. Hal ini 

dikarenakan ekstrak etanolik Gynura procumbens maupun Curcuma zedoaria bekeIja 

di fase yang pertama yaitu blocking agent dimana ekstrak ini mencegah perubahan 

bahan procarcinogen (DMBA) menjadi bailan ultimate carcinogen (epoksid 

dehidrodiol) dengan meningkatkan aktivitas enzim GST yang bekeIja mengkonjugasi 

bahan karsinogen tersebut untuk dikeluarkan dari dalam tubuh melalui ekskresi urin. 
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Akibatnya kerusakan DNA atau kejadian mutasi dari oncogene dapat dihindari karena 

penghambatan pembentukan senyawa reaktif dan interaksinya dengan DNA. 

Gambar 5.5. Ekspresi Mutant p53 pada sel epitel kelenjar rna mae tikus setelah 
pemberian ekstrak Curcuma zedoaria dan inisiasi DMBA, ditunjukkan 
dengan warna coklat gelap pada sitoplasma dan inti sel (panah merah), 
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sedangkan yang tidak mengekspresikan Mutant p53 ditunjukkan warna 
putih pada sitoplasma sel dengan inti gelap (panah hitam). 

Keterangan : A) Perlakuan I ; B) Perlakuan II ; C) Perlakuan III ; 0) Perlakuan IV 
dan E) Perlakuan V. 

5.5. Insidensi Tumor Kelenjar Mamae pad a Pemberian Gynura procumbens 

Pengamatan terhadap uji antikarsinogenesis dilakukan seeara makroskopis 

yang meliputi jumlah tikus yang terkena tumor (insidensi) pada setiap perlakuan. 

Pengamatan dilakukan selama 12 minggu setelah inisiasi OMBA terakhir. Hasil 

induksi OMBA dosis 20 .nglkg BB, frekuensi pemberian 10 kali pemberian, 

memuneulkan nodul pertama kali pada mammae tikus pada minggu ketiga setelah 

inisiasi OMBA terakhir. Insidensi timbulnya nodul meneapai 100% (semua tikus 

daIam satu kelompok terkena kanker) terjadi pada minggu ke-12, dengan 

perkembangan jumlah nodul per tikus yang begitu pesat dan ukuran nodul yang 

besar. 

Tikus perlakuan II dan III tampak pertumbuhan kanker tidak begitu pesat, 

nodl!1 pertama kali muneul pada minggu keenam. Seeara makroskopis tikus perlakuan 

IV dan V tidak menunjukkan adanya pertumbuhan kanker payudara hingga akhir 

pengamatan. Keeenderungan muneu! kanker pada perlakuan II, di!ihat dari jumlah 

tikus yang terkena kanker pada tiap ke!ompok (insidensi), !ebih sedikit dibandingkan 

dengan perlakuan III. Pada minggu ke-l2, per!akuan II terdapat dua ekor tikus yang 

muneul kanker, sedangkan pada perlakuan III terdapat lima ekor tikus yang muneul 

nodul. 

Hewan uji dipa!pasi setiap akhir minggu untnk mengetahui muneulnya nodul. 

Sampai akhir pengamatan yaitu pada minggu ke-12 setelah inisiasi OMBA yang 
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terakhir, pada perlakuan I insidensi mencapai angka 100%, Sedangkan pada 

perlakuan II dan 1II dibandingkan dengan perlakuan I mengalami penurunan 

insidensi yang berarti ada penghambatan terhadap pertumbuhan kanker payudara. 

HasiI uji normalitas data dengan Kolmogorov-Smlmov Test menunjukkan 

bahwa data insidensi kanker payudara terdistribusi normal, kemudian dilanjutkan 

dengan One-Way ANOVA menunjukkan bahwa ekstrak etanolik daun Gynura 

procumbens berpengaruh nyata (p<O,05) terhadap penurunan insidensi kanker 

payudara tikus yang diinduksi DMBA. Analisis lanjutan untuk mengetahui perbedaan 

rerata antar perlakuan dilakukan dengan Duncan Test menunjukkan penllrunan 

insidensi secara signiftkan, tampak pada perlakuan II, 1II, IV, dan V berbeda 

signiftkan dengan perlakuan I. Tetapi tidak ada perbedaan yang signifikan antar 

masing-masing perlakuan II, III, IV, dan V (p<O,05). 

Berdasarkan analisa statistik, sampai akhir pengamatan (minggu ke- I 9) pada 

perlakuan II insidensi mencapai angka 33,3% (p<O,05), dan perlakuan III insidensi 

mencapai 83,3% (p<O,05). Tampak insidensi kallker payudara perIakuan II 

dibandmckal' dengan perlakuan T berbeda signiftkan dan mengalami penurunan 

sebesar 66,7 %. Sedangkan insidensi kanker payudara perlakuan III juga berbeda 

signiflkan dibanding dengan perlakuan I dan mengalami penurunan sebesar 16,7 % 

( fabeI5.5). 

Tabel 5.5. Erek ekstrak etanolik G. procumbens terbadap insidensi kanker 
payudara tikus yang diiinduksi DMBA 

Perlakuan Jumlah tikus Jumlab tikus Insidensi Penurunan 
yang diuji terkena kanker (%) Insidensi (%) 

I 6 6 100' 



II 
III 
IV 
V 

Keterangan 
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6 2 33 3 DC ,- 66,70 
6 5 833 0 , 16,70 
6 0 
6 I 0 -

Superskrip yang berbeda pada kolom 
menunjukkan adanya perbedaan yang 
(p<0,05). 

OC 

0' 

dan baris yang sarna 
nyata antara perlakuan 

Selain dapat menurunkan jumlah tikus yang terkena tumor (insidensi) temyata 

ekstrak etanolik daun Gynura procumbens juga dapat mempengaruhi waktu mula 

munculnya nodul pada kanker payudara tikus yang diinduksi DMBA. Terjadi 

penundaan waktu timbulnya nodul pada kanker payudara tikus yang diinduksi 

DMBA karena pemberian ekstrak etanolik daun Gynura proclimbens. Pada perlakuan 

I waktu mula muncul nodul terjadi pada minggu ke-3 setelah inisiasi DMBA terakhir. 

Pada perlakuan II nodul pertama muncul pada minggu ke-6 setelah inisiasi DMBA 

terakhir, Sedangkan pada periakuan III nodul pertama muncul pada minggu ke-6 

setelah inisiasi DMBA terakhir. Pada kedua dosis diatas terjadi penundaan waktu 

mula munculnya nodul sekitar 2 minggu dibanding perlakuan I. 

5.6. Insidensi Tumor Kelenjar Mamae pada Pemberian Curcuma zedoaria 

Hasil induksi DMBA dosis 20 mglkg BB, frekuensi pemberian 10 kali 

pemberian, memunculkan nodul pertama kali pada mammae tikus pada mmggu 

ketiga setelah inisiasi DMBA terakhir. Insidensi timbulnya nodul mencapai 100% 

(semua tikus dalam satu kelompok terkena kanker) terjadi pada minggu ke-12, 

dengan perkembangan jumlah nodul per tikus yang begitu pesat dan ukuran nodul 

yang besar. 
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Gambar 5.6. Nodul tumor kelenjar mamae pada tikus (mingu ke-19) setelah inisiasi 
dengan DMBA 20 mglkg bb. 

Keterangan: 1 dan 4 Pertumbuhan nodul tumor pada daerah inguinal dan lateral 
2 dan 5. Nekropsi nodul tumor 
3 dan 6. lsolasi nodul tumor setelah nekropsi 

Tikus perlakuan rr dan In tampak perturnbuhan kanker tidak begitu pesat, 

nodul pertama kali muneul pada minggu keenam. Seeara makroskopis tikus perlakuan 

IV dan V tidak menunjukkan adanya pertumbuhan krulker payudara hingga akhir 

pengamatan. Keeenderungan muneul kanker pada perlakuan n, dilihat dari jumlah 
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tikus yang terkena kanker pada tiap kelompok (insidensi), lebih sedikit dibandingkan 

dengan perlakuan Ill. Pada minggu ke-12, perlakuan II terdapat tiga ekor tikus yang 

muncul kanker, sedangkan pada perlakuan 1Il terdapat empat ekor tikus yang muncul 

noduL 

Hewan uji dipalpasi setiap akhir minggu untuk mengetahui munculnya noduL 

Sampai akhir pengamatan yaitu pada minggu ke-12 setelah inisiasi DMBA yang 

terakhir, pada perlakuan I insidensi mencapai angka 100%, Sedangkan pada 

perlakuan iI dan III dibandingkan dengan perlakuan I mengalami penUfunan 

insidensi yang berarti ada penghambatall terhadap pertumbuhall kallker payudara. 

Hasil uji normalitas data dengan Koimogorov-Smirnov Test menunjukkall 

bahwa data insidensi kanker payudara terdistribusi normal, kemudiall dilanjutkall 

dengan One-Way ANOVA menunjukkan bahwa ekstrak etanolik daun Gynura 

procumbens berpengaruh nyata (p<0,05) terhadap penurullan insidellsi kanker 

payudara tikus yang diinduksi DMBA Analisis lanjutan untuk mengetahui perbedaan 

rerata antar perlakuan dilakukan dengan J)uncan Test menunjukkan penurunan 

insidensi secara signifikan, tampak pada perlakuan II, III, IV, dan V berbeda 

signifikan dengan perlakuan L Tetapi tidak ada perbedaan yang signifikan antar 

rnasing-rnasing perlakuan II, III, IV, dan V (p<0,05). 

Berdasarkan analisa statistik, sarnpai akhir pengarnatan (rninggu ke-19) pada 

perlakuan II insidensi rnencapai angka 50,00% (p<0,05), dan perlakuan III insidensi 

mencapai 66,67% (p<0,05). Tampak insidensi kanker payudara perlakuan II 

dibandingkan dengan perlakuan I berbeda signifikan dan rnengalarni penurunan 

sebesar 50,50%. Sedangkan insidensi kanker payudara perlakuan III juga berbeda 
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signifikan dibanding dengan perlakuan I dan mengalami penurunan sebesar 33,30 % 

(TabeI5.6). 

Tabel 5.6. Efek ekstrak etanolik C zedoaria terhadap insidensi kanker 
payudara tikus yang diiinduksi DMBA 

Perlakuan 

I 
II 
III 
IV 
V 

Keterangan 

Jumlah tikus J u mla h tikus Insidensi Penurunan 
yang diuji terkena kanker (%) Insidensi (%) 

6 6 100' 
6 3 50,00 0 50,00 
6 4 66,67 D 33,30 
6 0 0' 
6 0 0' 

Superskrip yang berbeda pada kolom 
menunjukkan adanya perbedaan yang 
(p<0,05) 

dan baris yang sarna 
nyata antara perlakuan 

Hasil data insidensi kanker payudara pada kelompok I menunjukkan kejadian 

insidensi tumor mencapai 100%. Hal ini membuktikan bahwa senyawa karsinogen 

7,12-dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) golongan PAH (Polisiklik Aromatik 

Hidrokarbon) sangat spesifik untuk pembuatan model kanker payudara pada hewan 

uji tikus secara intragastrik dengan pemberian multiple dose carsinogen lebih 

meningkatkan insidensi atau frekuensi terjadinya kanker payudara (Kubatka et aI., 

2002). 

Ekstrak etanolik G. procumbens yang mengandung senyawa flavonoid sejenis 

flavon atau flavonol mampu menghambat efek karsinogenesis melalui penurunan 

insidensi kanker payudara. Hal ini juga sejalan dengan penelitian Sugiyanto (2003) 

bahwa senyawa flavonoid golongan flavon dan flavonol dalam fraksi etil asetat 

ekstrak etanolik Gynura procumbens dapat mengharnbat pertumbuhan sel mieloma 
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dan sel vero melalui penghambatan proliferasi, pemacuan apoptosis dan 

penghambatan angiogenesis yang diduga berperan pada efek penurunan insidensi 

dan tumour multiplicity. 

Pada kelompok IV dan V tidak terjadi insidensi kanker payudara. Hal ini 

terjadi mllngkin karena ekstrak etanolik Gynura procumbens tidak mempunyai 

kandungan yang dapat memicu terjadinya kanker. Hasil penelitian ini sejalan dengan 

penelitian Susilowati (2002) yang menunjukkan tidak adanya toksisitas yang 

ditiiubulkan oleh ekstrak etanolik Gynura procumbens pada kelenjar mammae t;kus. 

Secara makroskopis kelenjar mammae yang diperiksa menunjukkan tanda-tanda 

normal. 

Pada kelompok perlakuan II didapat penurunan insidensi kanker payudara 

lebih tinggi daripada kelompok III, hal ini teIjadi diduga karen a pada ekatrak etanolik 

Gynura procumbens dosis 300mglkgBB lebih mampu secara nyata dan efektif dalam 

menurunkan insidensi kanker payudara melalui penghambatan karsinogenesis pada 

mekanisme blocking agent dalam tahap inisiasi karsinogenesis, sementara pada dosis 

750mglkgBB lebih bekerja menghambat karsinogenesis melalui mekanismenya 

sebagai suppressing agent. 

Kurkumin yang terkandung dalam Curcuma zedoaria adalah suatu senyawa 

fenol yang secara luas digunakan sebagai rempah-rempah dan pewarna makanan. 

Studi invivo dan invitro menunjukkan mekanisme mencegah inisiasi pembentukan 

kerusakan DNA dan juga terlibat dalam antipromosi pada mekanisme yang 

meniperantarai terjadinya apoptosis. Sejumlah studi pada hewan juga menunjukkan 
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bahwa kurkumin efektif di dalam menghambat karsinogenesis pada kanker kulit, 

kolon, rongga muliut, lambung dan kelenjar mamae (Tamimi, et at., 2002). 
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BAB6 

KESIMPULAN DAN SARAN 
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Berdasarkan evaluasi dan analisis hasil penelitian, maka secara umum dapat 

disimpulkan bahwa ekstrak etanolik Gynura procumbens (Lour) Merr dan Curcuma 

zedoaria yang diberikan setiap hari selama dua minggu dengan dosis 300 mglkgBB 

dan 750 mglkgBB sebelum inisiasi dan lima minggu selama inisiasi 7,12-

dimetilbenz(a)antrasen (DMBA) : 

1. Mampu menghambat ekspresi p53 mutan sel kelenjar mammae. 

2. Mampu menghambat ekspresi H-ras mutan sel kelenjar mammae. 

3. Mampu menurunkan insidensi tumor kelenjar mammae. 

6.2. SARAN 

Perlu dilakukan standarisasi ekstrak etanolik Gynllra procumbens dan 

Curcuma zedoaria sehingga dapat digunakan untuk kepentingan klinis sebagai 

kemopreventif kanker, khususnya kanker payudara. Perlu dilakukan penelitian lebih 

lanjut untuk menegaskan senyawa bioaktif dari ekstrak etanolik Gynura procumbens 

dan Curcuma zedoaria yang berfungsi sebagai antikarsinogenik atau antiproliferatif 

dan juga perlu untuk mengeksplorasi mekanisme-mekanisme molekuler seperti 

terjadinya mutasi pada gen penekan tumor ataupun onkogen. 
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LAMPlRAN 

Lampiran 1. Analisis data ekspresi Mutant p53 pada pemberian Gynura 
procumbens 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

Hasil 
Ekspresi p53 

N 15 
Normal Parameters·,b Mean 35.924248 

Std. Deviation 20.1363580 
Most Extreme Absolute .211 
Differences Positive .211 

Negative -.101 
Kolmogorov-Smimov Z .817 
Asymp. Sig. (2-tailedj .517 

a. Test dlstnbution IS Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Descriptives 

Hasil Ekspresi p53 

I 

74 

95% Confidence InteNal fe 
Mean , . 

,N Mean I Std. Deviation: Std. Error --Lo;~;B~undlUpp~~B-;'';; 
DMBA 20 mg---~-T-- 3~6227f39-:-·-4·5-ii8205TT640iT9f~-54.867623T1 -775866! 
DMBA20mg+G. i !. . 
procumbens 300 mg! 3 38.4397521 6.3277186 i 3.6533101 22,720828 54.1586 

DMBA20mg+G. II iii 
: procumbens 750 3 43.968318 I 4.3118929 i 2.4894725 33.256982 54.6796~ 

i G. procumbens300mg I 3 ! 16.370428' 2.03718961 1.1761720 i 11.309768 21.43101 

i G. perocumbens 750 i 3 i 14.615602 4.006462412.3131322 . 4.662998 24.56821 

i Total I 15 ! 35.924248 20.1363580 . 5.1991853 . 24.773104 47.07511 

Test of Homogeneity of Variances 

Hasil Ekspresi p53 

Levene 
StatistiC dfl df2 Si9· 

.505 4 10 .733 



ANOVA 

Hasil Ekspresi p53 

Sum of . 
Squares df Mean Square 

Between Groups 5477.131 4 1369.283 
Within Groups 199.490 10 19.949 
Total 5676.621 14 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Hasil Ekspresi p53 

Perlakuan G. Subset for alpha = 
procumbens N 1 2 
G. perocumbens 750 3 14.615602 

G. procumbens 300 mg 3 16.370428 

DMBA 20 mg + G. 
3 38.439752 

procumbens 300 mg 

DMBA 20 mg + G. 
3 43.968318 procumbens 750 

DMBA20 mg 3 
Sig. .641 .160 

Means for groups In homogeneous subsets are dIsplayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

75 

F Siq. 
68.639 .000 

.05 

3 

66.227139 

1.000 
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Lampiran 2. Analisis data ekspresi Mutant p53 pada pemberian Curcuma 
zedoaria 

One·Sample Kolmogorov·Smimov Test . 
Eksp53 

Curcuma 
N 15 
Normal Parameters"b Mean 37.499905 

Std. Deviation 17.330261 
Most Extreme Absolute ,177 
Differences Positive .177 

Negative -,105 
Kolmogorov-Smimov Z ,686 
Asymp. Sig. (2-tailed) ,735 

a. Teet distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Descriplives 

Ek 53C SP.' urcuma 

95% Confidence Interval for 
Mean 

N Mean Std, Deviation Std, Error lower Bound Upper Bound 
DMBA20mg 3 63,386101 5,3952119 3.1149270 49,983651 76,788550 
DMBA 20 mg + C, 

3 39,666860 1,6896056 ,9754943 35.469647 43.864073 
zedoaria 300 mg 
DMBA 20 mg + C, 

3 44.454992 5.3431946 3.0848948 31,181761 57,728223 zedoaria 750 mg 

C, zedoaria 300 mg 3 22,208182 4.4753691 2,5838556 11,090749 33,325615 

C, zedoaria 750 mg 3 17,783389 1,7919872 1.0346043 13,331847 22,234932 

Total 15 37.499905 17,3302613 4.4746542 27,902726 47.097084 

Test of Homogeneity of Variances 

Eksp53 Curcuma 

Levene 
Statistic df1 df2 Sig, 

2,717 4 10 ,091 

Mir 
6, 

3' 

4' 

1 ' 

1, 

1, 



ANOVA 

Ek 53 C sp: urcuma 

Sum of . 
Squares df Mean Square F 

Between Groups 4037.225 4 1009.306 60.255 
Within Groups 167.506 10 16.751 
Total 4204.731 14 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Eksp53 Curcuma 

Duncana 

Subsel for alpha = .05 

Kelompok Perlakuan N 1 2 
C. zedoaria 750 mg 3 17.783389 

C. zedoaria 300 mg 3 22.208182 

DMBA20 mg + C 
3 39.666860 zedoaria 300 mg 

DMBA 20 mg + C. 
3 44.454992 zedoaria 750 mg 

DMBA20mg 3 
Sig. .215 .182 

Means for groups In homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

3 

63.386101 

1.000 

77 

Sig. 
.000 
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Lampiran 3. Analisis data ekspresi Mutant H-ras pada pemberian Gynura 
procumbens. 

NPar Tests 

One·Sample. Kolmogorov-Smimov Test 

Ekspresi 
H-ras Gyn 

N 15 
Normal Parameters··b Mean 36.196221 

Std. Deviation 18.320166 
Most Extreme Absolute .146 
Differences Positive .121 

Negative -.146 

Kolmogorov-Smimov Z .567 

Asymp. Sig. (2-tailed) .905 

a. Test distnbution IS Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Descriptives 

Ek s!'Cesl G -ras ;yn 

95% Confidence Interval for 
Mean 

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound 
DMBA 20 mg 3 61.541028 3.5037164 20228716 52.837314 70.244742 

DMBA 20 mg + C. 
3 39.319538 7.1239506 4.1130148 21.622664 57.016413 

zedoaria 300 mg 

DMBA 20 mg + C. 
3 43.271518 13.7609543 7.9448906 9.087412 77.455623 

zedoaria 750 mg 

C. zedoaria 300 mg 3 19.339781 7.7264230 4.4608524 .146283 38.533230 

C. zedoaria 750 mg 3 17.509239 5.8340036 3.368~636 3.016771 32.001707 

Total 15 36.196221 18.3201657 4.7302465 26.050851 46.341591 

Test of Homogeneity of Variances 

Ekspresi H-ras Gyn 

Levene 
Statistic df1 df2 SiQ. 

1.841 4 10 ,198 

Mir 
5 

3 

3: 

1 

1 

1 



ANOVA 

Ek spresl ·ras G j~n 

Sum of . 
Squares df Mean Square F 

Between Groups 4006.551 4 1001.638 14.469 
Within Groups 692.248 10 69.225 

Total 4698.799 14 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Ekspresi H-ras Gyn 

Duncana 

Subset for alpha = .05 

Kelompok Pe~akuan N 1 2 
C. zedoaria 750 mg 3 17.509239 

C. zedoaria 300 mg 3 19.339781 

DMBA 20 mg + C. 
3 39.319538 

zedoaria 300 rna 
DMBA 20 mg + C. 

3 43.271518 zedoaria 750 mg 

DMBA20 mg 3 

Sig. .793 .574 

Means for groups In homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

3 

61.541028 

1.000 

79 

Sig. 
.000 
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Lampirnn 4. Analisis data ekspresi Mutant H-ras pad a pemberian Curcuma 
zedoaria 

NPar Tests 

One-Sample Kolmogorov-Smimov Test 

Ekspresi 
H-ras Cur 

N 15 
Normal Parameters"·b Mean 40.930569 

Std. Deviation 22.218318 
Most Extreme Absolute .147 
Differences Positive .147 

Negative -.133 

Kolmogorov-Smimov Z .570 
Asymp. Sig. (2-tailed) .901 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Descriptives 

E kspresi H-ras Cur 

95% Confidence Interval for 
Mean 

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound 
DMBA 20 mg 3 70.414560 1.3315738 .7687845 67.106747 73.722372 
DMBA 20 mg + C. 

3 49.090814 14.1428386 8.1653717 13.958055 84.223572 zedoaria 300 mg 

DMBA 20 mg + C. 
3 48.631561 12.2007217 7.0440899 18.323288 78.939834 zedoaria 750 mg 

C. zedoaria 300 mg 3 19.923047 6.9098207 3.9893869 2.758101 37.087993 
C. zedoaria 750 3 16.592863 3.7307828 2.15~9684 7.325085 25.860641 
Total 15 40.930569 22.2183182 5.7367451 28.626474 53.234663 

Test of Homogeneity of Variances 

Ekspresi H-ras Cur 

Levene 
Statistic df1 df2 SiQ. 

2.681 4 10 .094 

. , 



ANOVA 

Ekspresi H-ras Cur 

Sum 01 
Squares dl Mean S~uare F 

Between Groups 6086.521 4 1521.630 18.452 
Within Groups 824.630 10 82.463 
Total 6911.151 14 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Ekspresi H-ras Cur 

Subset for ~ha = .05 

Kelompok Pe~akuan Cur N 1 2 
C. zedoaria 750 3 16.592863 
C. zedoaria 300 mg 3 19.923047 
DMBA 20 mg + C. 

3 48.631561 zedoaria 750 mg 

DMBA 20 mg + C. 
3 49.090814 zedoaria 300 mg 

DMBA20mg 3 
Sig. .663 .952 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3 000. 

3 

70.414560 

1.000 

81 

Sig. 
.000 
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Lampiran S. Analisis data insidensi tumor kelenjar mamae pada pemberian 
Gynura procumbens 

NPar Tests 

One-Sample Kolmogorov-Smimov Test 

JUMLAH 
NODUL 
TUMOR 

N 30 
Normal Parametersa,b Mean .63 

Std. Deviation 1.066 
Most Extreme Absolute .390 
Differences Positive .390 

Negative -.276 
Kolmogorov-Smimov Z 2.138 
Asymp. Sig. (2-tailed) .000 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

Oneway 

Descriptives 

JUMLAH NODUL TUMOR 

N Mean Std. Deviation Std. Error 
DMBA 6 2.33 
G300+DMBA 6 .33 
G750+CMBA 6 .50 
G300 6 .00 
G750 6 .00 
Total 30 .63 

Test of Homogeneity of Variances 

JUMLAH NODUL TUMOR 

Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 

7.448 4 25 .000 

1.033 .422 

.516 .211 

.837 .342 

.000 .000 

.000 .000 

1.066 .195 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Lower Bound Upper Bound 
1.25 3.42 

-.21 .88 

-.38 1.38 

.00 .00 

.00 .00 

.24 1.03 

Minimum 
1 

0 
0 

0 

0 

0 



ANOVA 

JUMLAH NODUL TUMOR 

Sum of 
Sauares df Mean Sauare 

Between Groups 22.800 4 5.700 
Within Groups 10.167 25 0407 
Total 32.967 29 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

JUMLAH NODUL TUMOR 

Subset for aloha = .05 
PERLAKUAN N 1 2 
G300 6 .00 
G750 6 .00 
G300+DMBA 6 .33 
G750+DMBA 6 .50 
DMBA 6 2.33 
Sig. .226 1.000 

Means far groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

83 

F SiQ. 
14.016 .000 
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Lampiran 6. Analisis data insidensi tumor kelenjar mamae pada pemberian 
Curcuma zedoaria 

NPar Tests 

One-Sample Kolmogorov..smimov Test 

N 

Normal Parameters a,b Mean 

Std. Deviation 

Most Extreme Absolute 
Differences Positive 

Negative 

Kolmogorov·Smimov Z 

Asymp. Sig. (2·tailed) 

a. Test distribution is Noomal. 

b. calculated from data. 

Oneway 

Insidensi Tumor Curcuma 

N Mean 
DMBA 20 mglkg bb 6 2.333333 
DMBA 20 mglkg bb .. C. 

6 .666667 ze(jGal ia 300 mglkg bb 

DMBA 20 mglkg bb .. C. 
6 .833333 

zedoans 750 mglkg bb 

C. zedeans 300 mglkg bb 6 .000000 
C. zedeans 750 mglkg bb 6 .000000 
Total 30 .766667 

Test of Homogeneity of Variances 

Insidensi Tumor Curcuma 

Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 

6.243 4 25 .001 

Insidensi 
Tumor 

Curcuma 
30 

.766667 

1.0726485 

.329 

.329 

·.237 

1.804 

.003 

Descriptives 

95% Confidence Interval for 
Mean 

Std. Deviation Std. Enror Lower Bound Upper Bound 
1.0327956 .4216370 1.249481 3.4171& 

.8164966 .3333333 ·.190194 1.523527 

.7527727 .3073181 .043347 1.62332C 

.0000000 .0000000 .000000 .OOOOOc 

.0000000 .0000000 .000000 .00000C 

1.0726485 .1958379 .368133 1.1672OC 



ANOVA 

Insidensi Tumor Curcuma 

Sum of 
Squares df Mean Square 

Between Groups 21.867 4 5.467 

Within Groups 11.500 25 .460 

Total 33.367 29 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Insidensi Tumor Curcuma 

Duncana 

Subset for alpha = .05 

Kelompok Perlakluan N 1 2 
C. zedoaria 300 mg/kg bb 6 .000000 
c. zedoaria 750 mg/kg bb 6 .000000 

DMBA 20 mglkg bb + C. 
6 .666667 zedoaria 300 mg/kg bb 

DMBA 20 mglkg bb + C. 
6 .833333 zedoaria 750 mglkg bb 

DMBA 20 mglkg bb 6 2.333333 

Sig. .061 

Means for groups In homogeneous subsets are displayed. 

8. Uses Hannonic Mean Sample Size = 6.000. 

1.000 

85 

F Sig 
11.884 .000 
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