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PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa dalam penelitian berjudul :

Efek Pemberian Ekstrak Temu Putih (Curcuma zedoaria) Sebelum dan
Sesudah Inisiasi 7,12 Dimethylbenz(a)antrasen (DMBA) pada Tikus
Spraque Dawlzy Terhadap Ekspresi Enzim CYP1A]
tidak terdapat karya yaﬁg pernah diajukan untuk memperoleh gelar kesarjanaan di
suatu perguruan tinggi dan sepanjang pengetahuan saya juga tidak terdapat karya
atau pendapat yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh orang lain, kecuali yang

secara tertulis diacu dalam naskah ini dan disebutkan dalam daftar pustaka.

Surabaya, Juli 2012

Aveline Widvya Yolanda
NIM. 060710263
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EFFECTS OF Curcuma zedoarta ADMINISTRATION TO Sprague dawley
MICE PRIOR AND AFTER DMBA iNITIATION ON THE EXPRESSION
OF CYPIAI ENZYME

Aveline Widya Yolanda

ABSTRACT

Curcuma —edoaria has been widelv used to treat various types of cancer,
but rescarch with scientific evidence of its efticacy has not been done. This study
dims 1o determiine the effect of ethanol extracts of Curcnnia sedoeeria on
mammary gland caneer in DMBA (7,13 - dimetilbenzianirasen)-induced female
mice. Sprague davley strain female mice age 40 days were divided 1mto 4 groups:
aroup | as the DMBA-positive comtrol, vroup 2 was given Czedoaria extract
week atter the fast DMBA administration, group 3 was given Czedoaria extract
weeks prior the DMBA administration. group < was wven O Zedoaria extract
woeeks after the last DMBA administration. On a dose of 300 mg per kg of body
wetght, Curcuma zedoaria ethanol extract can restratn the growth of mammary

s [ —

cancer in fernale mice. as evidenced by the restrained CYPIAT cnzvme In
conclusion,  Curcamg cedoaria extract is more  appropriately usedan the
prevention of breast cancer. but can also be used as a therapentic treatment of

hreast cancer.

Kevwords @ Sprague  dawlev, Dimetilbenz{ayantrasen.  Curcumna Zodoaria.
Muanumary caneer

Vi
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BAB I PENDAHULUAN

1.1 f.atar Belakang Penelitian

Kanker merupakan suatu penvakit vang ditandai oleh adanya pertumbuhan
seljaringan tubth yang tidak normal dan tidak terkontrol. Sel terbentuk akibat
rerjackinya mutest gen sehingga mengalann perubahan baik bentuk | ukuran
maupun fungsi <darr sel asalnyas Mutast gen int dipicu olch suatu bahan
Kontmninan vang terdapat di lingkungan sepertt bahan tambahan  makanan.
radioaktif. oksidan atau polutan yvang menghasilkan senvawa karsinogen (Grittiths
cral, TOU3 L

Kasus kanker tampaknya juea terjadi pada howan, Khususnyva anjing dan
kucing. Angka kejadian kanker kelenjar mamae pada anjig betina menempati
tempat kedus terbanyvak setelaly kanker kit Sumber informast tain dan schuah
penelitian mengenar prevalenst Kasus tumor kelenjar mamac pada anjing trah kectl
vang difehukan di Fokveo Jepanz menunjukkan bahnvea prevalenst Kasus tumor
payudara mencapai 7.9 persen dari keseluiuhan populasi anjing betina trah keerl
di Tokve. Febil jauly Tagis dart Tasil pemeriksaan histopatotogy vang didapatkan.
037, tumor payudara tersebul bersitat maligna dan sisanya bersitat bentgna
(Hashimoto ¢r af . 20023

Sampar saat i upaya vang dilakukan dalam menangan kanker pada
manusia maupun hewan masih bunyak menemui kendala vang mengakibatkan
Kuranginva keberhasitan dalam mencegah dan mengobati kanker. Tindakan

kemopreventit lebih dipilih untuk menckan angka pertumbuhan Kanker di dunia.

1
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Kemopreventit merupakan satah - satu usaha dalam mencegah. membalikkoo.
menckan dan menunda terjadinya karsmogenesis melalui pengeunaan bahan alam
maupun agen farmakologr (Tammu dkk.. 20020 Tsae dkk.. 20040 Russo dkke.
2003). Agen kemopreventid dapat bertindak  scbagar  blockmg  agent vang
mencepah senyawa reaktit untuk menempel pada target aksioya atau SUPFCNSIY
ageat yang menghampat perkenibangan proses neoplastik ke arak yang lehih berat
(Wattenberg. 1993),

Pengeunaan obat herbal ki debih diminati olah masyarakat karena
minimnya ctek samping vang ditimbulkan Jibanding obat vang terbuat dari bahan
kimia, Pada dasarnya penanganan Kanker melabu kemoterapt dan dengan
menegunitkan obut herbal tidak jauh herbeda, Fanamuan obat dengan sifat
alamiahnyva akan meninghatkan davy ahan wbuh penderita terutama sel yang
berada i sekitar kanker (Farikha, 200%) S&.‘I\}.';i\\-:l skt tnaman obat Juea akan
meredam keganasan racun vang dikeluarkan wol kanker Gt toksik), muenghambat
nertumbulban sel kanker (tostatihag, meniutis pasckan zat makanan dan oksigen
ke jaringan kanker dengan cara menghentikan aliran Jdarah ke sel kanker. Sctain
Al alasan tersebut ditas, penggunaan ehat herbal dudam menangant kanker
merupakan cara pengobatan dengan bava vang rebatil murah (Hevoe, TU8T)

Curcima Zedoaria atau vang lehih dikenad dengan temu putih menarik
beberapa penelitt untuk melukukan chsploresi bahan hoakut dart tanaman
tersebut terutama untuk mengetahun aktivitasnyva sehagar obat antt kanker. Zat

vang terhandung dalam rimpang temu putih ternvata bersifat ant neoplasttk

(merusak  pembentukan ribosoma pada sel dan jaringan har) dengan cara
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meningkatkan  pembentukan janngan lthroblas  di sekehling  jaringan
tumor-kanker. lalu membentuk Tapisan limposit dalamy seljaringan tumor-kanker
dan membungkusnva, schingaa sel jaringan tersebut tdak dapat berkembang. dan
memudabkan untuk mengobati penyakit tersebut (Prakoso. 2007).

Kemampuan  senvisva toksik dalam menyebabkan Kirsinogenesis
ditentukan oleh proses metabuhsme yang melibatkan enzim-enzim tubub (Russe
dkk. 2005). Salah satu senyawa vang dapat dimetabolisme menjads senvawa
tohsik  dalam twbuh adalah Dimctlbenslajantrasen. Senvawa o 7012-
dimetilbenzlajantrasen (DNBA) merapakan salaly sato karsinogen ki dan
indukior aktivitas enzim mtkrosomal hat pahing poten dari golongan Pehisikbk
Aromatik Fhidrokarbon (PATD (Kimg. 2000) Karsinogen DMBA sangat cfisien
datam mengindukst tanor pada mamalia, Mekanisme boaktivast dan mteraksinyva
dengan DNA mamatio qugan telah banvak dipelyact (Wenner of ol 2000)
Tasminatun dencan penclitianns s sang difakukan tohon 2005 telah membuktikan
Bahwa seovawe DMBA nwsnpu mengmdoksi erjadinya kanbor pada bepar ghues
betina golur Sprazie dawlov (SD) vang diinduksi DMBA 20 mg kgB3B. DMBA
schagal misiator pembentukan kanker payudara memerlukan aktivase inctabolik
olch enzim vange secara normal ada dalam tubuh dan merupukan bagian dan
proses metabolisme xenobotih fase 1 mekanisme aktivasi DNBA melibatkan
enzim sttokrom P430 (CYP)y sotorm CYPIAT dan atav peroksidase menjadi
mtermediate reakitd vang dapat merusah DNA vaitu - terbentuknya Epokside

Detadrodiol dan katien radikal tKebharka, 2002,
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Berdasarkan latar belakang penclitian permasalahan tersebut. maka perlu
dilakukan penelitian dengan menggunakan hewan coba tikus Spragie dean ey
beting umur 40 hari untuk mengetuhui manfaat tanaman obat rimpang temu putih
(Crircunma Zodoaria) yang mempunyal khasiat sebagat anti kanker. Pengamatan
difokuskan pada ckspresi dan aktivitas enzim Sitokrom PASOA(CYPTATY vang
merupakan regulasi enzimatis yang difibarkan dalam memperastaa mekanisine

Karsinougenesis.

(.2 Rumusan Masalah

Berdasar latar belukang permasalahar dioatas, maka dapat dirumuoskan
suatu permasalahan sebagai berikat
Apakah terdapat hambatan cksprest enzm CYPEAT diantara kelompok perlakuan
padu tkus galur Sprague davwley vang diindukst DMBA dan dibert ckstrak Temu

Path 7

t.3  Landasun Teori

Kanker adalah penyakit scluler vang beremban pertumbuhan sel vang
ndak terkendalt dan membentuk satu kolony keerl dalam jannaan vang sama.
Proses pertumbuhan kanker atau yang dinamakan pioses Karsisogenesis i
merupahan proses pertumbuhan mikroevolusioner vang dapat berlangsung dalam
beberapa bulan atau beberapa tahun, Perubuhan sitat pertumbuhan tersebut
.di.\‘chnhkan karena adanya mutast genetik { Parkim er af 0 2000y,

Proses karstmogenesis meliputt beberapa tahapan suto tahap fisiase,

promosi. dan progresi. Perkembangan berikutnya akan tenjads perubahan genetik
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(seportt akinvast ophogen) vany dischabkan koloni dari sel abnormal int menjadi
maligna. Kescimbangan proliferast sel dan apoptosis sangat penting dalam
pertumbuhan dan homeostasis jaringan normal. Pada sl kanker keseinsbangan ing
sudah tidak berjalan (Guo dan Have 1994% Farikha, 2008). Terjudinya kanker,
termusuk kanker pavudara dapat dipicu oleh heberapa taktor seperti zat kimia dan
radrasi.

DABA adaiah salah satu senyvawa karsinogen dari golongan Polisiklik
Aromatii Pldrokarbon (PAHY vang herperan sebagar msiator pembentukan
kanker pavudara pada tkus (Singletary o al . 19970 Anderson o ol 1999
Kubatka of . 20023 Semyvawa karsinogen ini menghasilkan senyawa metaboln
venotoksik benzilic carboniun Kerja Lingsung agen genotohsik sering menufikt
peranghat elehtrofilih dan kemudian bereakst dengan molekul nukleotihk seperts
DN Anderson cr ol 1999

Semvawa eenotobsik seearn fangsung mempuny mckanisme melaiw
aktitisd ensmath CY P vz beperan dadam broransforimast (Meloendez-Colon oo
gl 1999) Senvava metabolit soring bersitat hpofilik kemudian sel merubah
merceka menjads prodok tarut ars Biek samping konverst it dihasilkan clektronhik
vang dapat bereaksi dengan beberapa nukleofilik vang kontak dengun protein.
DNA dan RNAL i sinilab awal tenadinyva mutasi genetik vang nantinva akuan
terbentuk I;;mku;r {\Wenmer of af.. 20060y

Fhstrak temu putih mempunyai Kandungan bahan vang herkhasiat sebagal
bahan antikanker. memainkan peraan pada hambatan enzim CYP LA (Sugivanto

dkk.. 2003).  Aktifitas  dan ckspresi cnzim CYPUAL  sebagar  imdikator
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meningkatnya metaboht DMBA vanta heezilic carbonnon. Berdasarkan kenvataan

empiris dan data-data vang tersedias maka tanaman Creecuma Zedoaria menmlika

potenst untuk dikembangkan scoagar obat anti-kanker.

1.4

Tujuan Penclitian

Berdasorkan latir belukang nenchitin vang dipakar sehogar landasan

teoritik - maka pada penehtian vang akan difakukan bertuguan sehagar bertkut

Mengetahur adanya hambatan ckspresy enznm CYP AT setelah pemberian ekstrak

Temu Putih pada tikus vang dundukst DATB AL

1.5

1.6

Manfaat Penelitian

Membertkan nformast  tentang pentimuena pengamatasn - molekuler
mekanmsme herpa chstrak Temu Puithe mengigat eisienst khassat kinerja
sang febih akarat dadam penentuar wak pemberian dan anlikast kbinis
sehavar ant kanker

Untuk mengetihun secara past Kbasoan pembenan chirak Vemu Putih sebagm
alternant dalam penaialiksanaan pencegaban pennaka Kanker kelenjar

AN

Hipotesis

Berdasar rumusan masalah dan Tandasan teort < depan. maka dapat

diajukan suatu hipotesis yaitu ¢

Terdapat bambatan eksprest enzim CYPLAT setelah pembenan ekstrak Temu

Putih pada tikus vang dimdukss DN AL
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker

Kanker merupakan kumpulan penyakit dengan CIrl-Cirt  umum - yuitu
pertumbuhan vang tidek terkontro! (King. 2000). Definisi lain menyatakan kanker
adalah penyakit seluler yang pertumibuhannya tidak terkendali karena kehilangan
fungsi pada pengaturan sirkulasi proliterasi sel duan penjagaan homcostasis
sedangkan sel normat dapat mengendalikan periumbuhan dan difcrensiasy untuk
menjaga homeostasis (Flanahan and Weinberg, 2000} Setiap sel yang menyusun
tubuh  dapat muenjadi kanker  schingga dapat  mengakibatkan  terganggunya
keseimbangan fungsi tubuh secara kescluruhan, Perubahan sitat pertumbuhaen
ersehut dischabkan karena adanya perubahan - genetik {transtormast).
ulanuuva pada gen yang mengatur pcrhnnbuhfm. yaitu onhogen dan geniumor
suppresser (AMeiyanto, JOUY).

Neoplasma  diklasilikasikan menjadi dug vaite bemgna dengan
kecepatan pertumbuhan - lambat - (jinak) biasa disebut  schagal  tumor  dan
malicna dengan kecepatan periumbuhannya sangat tingad (ganas) dan sering
disertai invasi dan mictastasis. Bentuk maligna int o sering discbut scehagai
kanker. Terkedane bentuk beniena merupakan awal terjadinva maligna. Istilah
kanker sendiri berdasarkan  pada bistogenesis {asal sel - tumornya) dibedakan
menjadi - carcinoma vaitu - terjadic dart sel epithelial dan sarcoma yang terpadi

duari sel mesenchymal {(King. 20003

2
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Menurut Hanahan and Weinberg (20003 terdapat enam perubahan pada
sel normal menjadi kanker. Perubahan tersebut antara lain 1) sel kanker
mampu mencukupt sinval pertumbuhannya sendiri. 2) tidak sensitif terhadap
sinyal antipertumbuhan, 3) mampu menghindar dari mekanisme apoptosis. 4)
memiliki  potensi  untuk  bereplikast tidak terbatas. 3) mampu mencukupi
kebutuhan  oksigen  dan nutrist medalu pembentukan penibuiuh darah baru
(angiogenesis). serta 6} mampu menginvasi jaringan sckitarnya dan mctastasts.
Sel normal tidak akan berproliferasi tanpa adanya stimulasi styal pertumbuhan
herupa mitogenik  fuktor. tetap «wl  kanker mampu menghasilkan sinyval
pertumbuhannya sendiri, schingga mengurangi ketergantungan sel terhadap sinyal
pertuimbuhan dart Tingkungan sekitarnyva,

Pada sel kanker pertumbubannya lebih bersitut otonom darnpada scl
pormal disckitarnyva. Biasanyva pertumbuohan kanker II-]CH-}]WLII!}'LU keseimbangan
positif yaitu Jumiah sel vang dibuat lebih bunyvak daripada jumlbah sel vang
hilapwe. Sel kanker mempunyat beberapa sifut morfologii vang spestiike
selnya besar dan berbeda nvata dalam bentuk maupun ukurannye. Kadar asam
aukleat dalam inti tingei dan distribusn kromatin dalam mtinva kasar. Sedangkan
pola kromosomnya  serningkali tetraplowd — hal i dikarenakan adunyy

pertambahan kromosom yang udak teratur (Barl ef af., 2004),
2.2 Karsinogenesis

Pertumbuhan kanker merupakan proses nuikrocvolusiener vimg dapat

berlangsung beberapa bulan atau beberapa tahun (Albert ef «f.. 1994). proses
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pertumbuhan int - dinamakan karsinogenesis. meliputi 4 tahapan. yaitu tahap
inisiasi. promosi. progresi. dan metastasis. Pada tahap inksiasi zat karsinogenik
diaktifasi terlebi dabulu oleh enzime di dalam wbuh terutama di hepar mengadi
senvawa metabolimya. Senyawa metabolit ini ada yang bersifat reaktl mutagenik
dun mampu berikatan dengan mkromolekul dalam tubuh sepertt DNA - dengan
iKatan irreversibel. nisiast adalah tahap pertama karsinogenesis dan merupakan
hasil duri perubahan genetik vang mengakibatkan proliferast sel vang abnormal
dan scbual sci (Pitot, 1993)

Tahup promos tidak melibatkan perubahan struktural dalam genem secara
langsung. telapt brasanya ditandai dengan perubahan ekspresy gen dari scl vang
(erimisiast. Perubahan i diduea terjadi dari interaksy perubahan genctik pada
ctadium inisiasi dun taktor fmgkungan vang disebut PrORIGIHRY dgonts yang
berfungst entule pertumibulian stadium promosi dan mengantarkan tumbuh Jebiie
lanjut mienjadi stadium progrest, Comoh did promoting ageni adalah croton oil.

Senvawa oktit dorr minyak adulah /2-

(rtetradecanovt phorbol-13-acctaie
(1P Ay vang akan benkatan dengan reseptor membran, protein kinase U yang,
Lemudian akan meneaktikan ovieplasnue serine threonine protein kinase
cascade yang akan memacu faktor ranskripst dart proliterasi sel. Perubahan
ckspresi gen vang terjadi tidak hanyva mcli'butkan perubahan dan susunan genetik
saji letapl juga peningRatan rephikasi selektit sel yang terinisiast akibat pengaruh
promoting agents (King. 2000).

Tahap progresi Tebth sering terjads dan el promost. ditandat munculnyva

neoplasina ganas dukuti perubahan senetik nyata yang melibatkan perubahan
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struktur dalaminti sel. Jika stadium promosi adalah stadium yang potensial untuk
maksud pencegahan terhadap perkembangan kanker, maka stadium progresi harus
diobati dengan harapan kesembuhan (Pitot, 1993). Pada tahap ini populasi sel
tumor sepenuhnya adalah maligna. Sel maligna ini selanjutnya mengalami
perubahan lebih lanjut sehingga mencapai tahap selanjutnya yaitu metastasis
(Schneider, 1997). Pada fase ini juga akan terjadi aktivasi onkogen dan kehilangan
fungsi dari enzim topoisomerasc sehingga akan menycbabkan karsinoma dan

metastasis (Meiyanto, 1999).

Carcinogenesis and Mechanisms of Chemoprevention

- metabolism OED intibition
. =T
D - reactive molecule . detoxficatio
i 2 —
: k" e G
: -E DNA damage \_,;’E— repair
— : artic h h
& genstic defects
= = anti-inflamrwnatory activity
§ % HOTOF promotors
; arvti-hormmonal
k4 £ affects
! E ceoll structure
. uncontrolled inhibition of cell proiiferstion
H coll proliferation
: I induction of cell differertiation
i ] Induction of apoptosis
- 'z =

Gambar 2.1 Skema dari tahap-tahap karsinogenesis (kiri} dan mekanisme
kemopreventif (Gerhauseret al.,2003)

Pada tahap metastasis terjadi ekspansi sel kanker ke jaringan lain di
seluruh tubuh melalui pembuluh darah maupun pembulub limfe, atau bisa juga
melewati rongga tubuh. Sel yang lepas akan menempel pada jaringan lain dan
membentuk tumor sekunder (Murrayef al, 1990). Mekanisme tersebut berbeda
dengan se! normal, pada sel normal pertautan antar sel sangat kuat (didukung

matriks ekstraseluler) sehingga kecil kemungkinan sel lepas dan juga jika ada

SKRIPSI EFEK PEMBERIAN TEMU ... AVELINE WIDYA YOLANDA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 11

sedikit se! normal vang lepas akan segera dihancurkan saat perjpalanannya ataupun
mengalami proses apoptosis (Kmg, 20060). CAMs (Cell-eeli Adhesion Molecules)
menjaga sel untuk tetap bertkatan satu sama Lun. Molekul tersebut mengalami
degradasy pada sel kanker schingga pertautan antur sel lemah, F-cadherin
merupakan salah satu molekul yang berneran dalann pertautan antar sed tersebut,
dan molekul ini hanya sedikit atau babkan sudab fidik ditemukan pada set kanker
(Rouslahti, 1990).

bvasi dan elastasis merupakan sudtu peristiva yung lergantung pada
angiogenesis. Berdasarkan sebuall pandangan prakis darnt peneruan dan terapi
obat. kebanvakan inhubstor angiogenesis juga menpunval akst sehagar antiinvasi
atau sehagai komponen antimetastasts (Bren. J099).

Pendekatan terapi kanker mielalur mekanme antiangiogenesis  dapat
dilakukan dengan agen veskulostatin, vt agen vanig MUNUEIngel proses
pembentukan pembulub darsh baru. Awen int dapat bercaks dengan cara nienekan
chspresi atou menghambat Aktivpas faktor-faktoi angiogenesis, Yang (ermasuk
dalam golongan ini misainyd senyawd-senyaiwvi iy onoid vang banvak terdaput
dalam tanaman (Matter. 20010
2.3 Karsinogenesis pada Kanker Pay uduf:l ulch"l\'arsinugm DNMBA

Pengetahuan tentang Kursinogenesis pada kanker payudara drawall dengan

penelitian pada hewan coba tikus vang dimmati secara pertodik perkembangan
patogenesisnvit. ndukst kanker pasudara menggunakan  senyviwi kimia

karsinogen vang lazim yaitu DMBA (dimetilbenz(a)antrasen) . PhIP (2-amino-1-
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methvl-0-phenviimidazo (4-35-bjpyridine) dan NMU (nitrosomethvlureay (Ninsnu
Yu and Snvderwime 2002)

Salah sty senvawa  karsinogen  penyebab kunker adalah golongan
polisiklik aromatk hidrokarbon (PAH). PAH merupakan Kontaminan vang umum
pada udara. air. tanah. serta merupakan hasil konjugasi dait agen radikal bebas
seluma proses pembakaran yang tidak sempurna dar minyak bur dan Batubara
Senvawa PAHE akan dimetabolisme dalam wubuh menjadi bentuk epoksida ving
reaktif Senyawa reaktit ini akan mudash benkaitan kovalen dengan makromolekul
jaringan ternusuk DNAC Pada mamahia metabolisme  PAL dilakukan oleh
aktivitas wen O/ vang mengkode enzim sitokrom P4S00 cnzim tersehut
dirceulasi oleh romatic Hhedrocarbon Resepror {AHR)Y. sitokrom P40
responsibel terhadap aktvitas metabolisme dan detoksikas scpumlaly PAH dan
arontaitk i Onebert or af o 2004,

Salalt st senvawa PAH adalah 7.1 2-dinetlbenzalantiasen (DMI3A)
DABA swdah banvak dinakar sebagai senvawa karsinogen dalam herbagal
penelittan sebeium nva untuk menginduksi kanker pavadara tikus (Smgletars o
af . 1907 Anderson ol 1999 0 Kubatka of af.. 2002) Struktur kimia DMBA
memiliki 4 cincin romatik yang berikatan, khas struktur PAN dengan tgaatau

Iebil cincin awromatik. dan 2 substituent metal (Pitot and Dragan., 2001).

SKRIPSI EFEK PEMBERIAN TEMU ... AVELINE WIDYA YOLANDA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 13

CH.

Gambar 2.2 Struktur kimia 7.12-dimctilbenziarantrasen (Piiot and Dragan. 2001)

Mekanisme aktivasi DMBA melibatkan enzim stiokrom P-430 dan atau
peroksidase menjadi - intermediate reaknt vang dapat mierusak  DNA - yaity
terhentuknya epoksid ditudrediol  dan kation yadikal. Jatur epoksid dihidrodiol
milah yang bertanggungjawab terhadap mrsase tumor aleh karsinogen DMBA

an)

dari pada bentuk kation radikal (NMelendes-Colon eraf 19w,

2.4 Proses Enzimatik pada Karsinogenesis

Seteluh diketabui beberapa senvaswa bersafat kasmesen. diantaranya
dimethvibensajuntrazen atau DMBA ternneatth hedalam semvawa xenobiotk
Keberadaan senvawa xenobictik dis dalam hepay moengabanm pretabohisme vang
diperantaral atau mehibathan beberapa proses ensimatis. metabolisme xenobiotik
pada wmumnya terjadt dalam beberapa fanekab reaksi ki sang tenadi secara
berurutan melalui beberapa fase. Reaksy fase L Penanthaban kelompok senyvawa
polar vang fungsional. di sint dihastdkan relatil” peningkatan hidrofilisitas dan
kemupgkinan menycehabkan aktivass metabolit. Enzn vang terlibat pada tase 1
diantaranya adalah © Sitokrom P430. P430 reduktase. Sitohrom b3, P450 subtrat

dan pruduk Fpoxide hydrolase (Bend and Sl [94)
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Funesi oksidast campuran sitokrom P4s0 adalah keterlibatan enzim
mikrosomal vang lebily bersitat hatalivk dun membutshkan enzim seperti pada
fase I Reaksi vang dikatalis olels sitokrom P450 termasuk aromatic hidroksilasi.
oksidaut dealhilasi N- dan S-oksidast dan deaminast. Lebih dan 4000 1sotorm.,
tetipt harna sedikit ving dindentifikass sehagan famibi supergen sitokrom PASG
(Bend and Sineh, 1904y,

Reakst Lase 11 honjueasi denvan substanst endogenous hidrofilik, sermg
tetapt tidak seladu pada kelompok fungsional ditentukan oleh reakst fase Lo juga
terpadi permekatan hidroiiisitas vang sienitikan. Reaksi fase I mehiput
Lonpusast senobionk pada substansa Tain vaitu glukorontk acid. glutation. asctilasy,
prenilist, et amine konjueasi ataw sistein, merabah menjacd lebih hadrotihk

metn silitisd chshrest melalun empedu dan urm (Bend and Singh 1994),

2.5 Tinjauan Hepar fikus

Hopar merupaban erean kelengar terbesur daiam tubuh dengan konsisteis
Tk, Temtnr dun terectak olel struktur sekitarnya, Hepar terletak pada bagian
Lo s s abdopien. menempati hampir selurah hipochondrium: kanan.
scbagian hosar eprgastorame. dan mencapat hipokondrium kin sampat sejaudy linea
mamarin, Bagian bawah hepar bérbentuk cekung dan merupakan atap dan gingal
kanan, lambune. pankreas, danusus (Nuaiva, 2001,

Plati atau hepar merupakan orean utama sehagat pusat darn metabolisme
celtruh b, orean lammva adalah paru-para. gingad. Kulit Jdan suluran

gastromtestinal. Obat vung digunakan secara oral akan melalui liverthepar
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sebelum masuk ke dalam darah menuju ke dacrah Tain dani tubub sepertt otak.
jantung. paru-pary dan garingan famna D1 dadam hepar terdapat enzim khusus
yaitu sitokrom P-450 vang akun mengubah bahan karsinogenmk mengads bentuk

metabolitnva melalur metabohisie fase TOvava, 20T,

2.6 Tinjauan Sitokrom P150 (CYPLAY)

Sitokrom  PA30 (CYP) adalah cozine super tanul heme-tinolate yang
dimitiki Tebih dari 750 mdividu batk manusia maupun hewan berdasarkan
rarakiorisasi o sekuen gen dan protemnya. Stickrom PAS berperan dalam
metaholisnie ribuan senyawa eksogen dan endogen Senvawasenvawa cksogen
meliputi obat dan semyawa tohssk i disebut venohioni Nenobionk adakah
molehul vime tidak dihasiThan scecar w vties it didapathan pada tubuh
sehelum nva dart linghungan dan dimctabolisme alch taubuh Jalur masuknya ke
dalam tubult bisa melddui mbalast Gepertt amomank hidrokarbons dalam: asap
rokoki mitra vena {heberapa ;mﬁc\!ulzk;z). ransdermal dan untuk aecn trmasctika
sepertt obat bisa 111;&.\'1-11\' melilue saluran pencernaan Beberapas bahan Rarsinogen
vange  diaktifast olehenzim Sitohsam P40 roform CYPIAT adafab
Bonzofefpvrene (Baly, 2 amino I - metint 0 phendlimidaze (4-5-by
pyridine (PhiIP) dan PAH (Lewis eral, FU9N),

Termasuk dalam senvawa endogen adalaly lomion, sintesis Kolesterol dan
metabolisime vitamin D Sitokrom P450 - dickspresiban olehy pen vang terbag
menjadi - beberapa family dan subtanuly. Fanilt CY1 -3 terhibat dalam
metabolisme xenchiotik, sedangkan kelompok fannle CVP vang Tainnya terhibat

dalam mctabolisme steroid dan substanst endogen lainnya. Ada 22 tsoform pada
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famiti CY'P 1.2 dan 3. hanva 6 isoform vany terlibat pada fase [ metabolisine yvang
scbenamya secara klnuk relevan untuk metaboltsme obat. Salah satunya adalah
CYPIAT vang secara spesifik berperan dalam metabolisme PAI (T ewis o7 of..
190%).

Schagian besar 1sotorm P430 yang memectabolisime xenobiotik didapatkan
padia lima spesies menaha vaitu manusiy, kera, kelinet, tikus (rat) dan menait.
CYPIAT mcerupakan  woform vang  sering  dihubungkan  dengan aktivas
prokarsiogen (henzofaipuene dan dimetilbenz{ajantrasen DMBA) pada rodensia
dan dnndukst cich Policvelie tromatic Tivdrocarbon (PAHY dan 2.3 78
Tevrachloridibenzo-p-Diovin (TCDDY. CYPIATD juga dickspresikan pada paru
nuuusta vang dindukst aleh prokarsinogen PAL termasuk asap rokok dan gas
et pembuangan vang potensial sebagar faktor penting pada karsimonia paru

(hewisoral Tvus)

2.7 Tinjauan Rimpang Temu Putib sebagai Antikanker

D¢ Indonesia Curcrna zedoaria memthiki beberapa sinonmm seperte temm
putih ataw kunvie punth. D beberapa negara lain o ciona zedoaria usa sudih
cukup dikenal. Salan satunva dir Matavsia dikenal dengan nama temu Kuning, dan
i Jerman dikenad dengan nama Zinver. Bulul;gr sesungguhnyvae berupa rimpang
vang bercabang dr bawah tanah, berwama coklal muda atau coklat tuas i
dalamnyva berwarna puith atau putih keburvan, memidikt umbi bulat dan bersitat
aromatis (herbau khasy Memihke daun tunggal. pelepah daun membentuk batinge

semu vang berwarna hijau tua dengan bentuk memanjang fanset 2.5 kah lebar
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bagian daun yang terlebar dengan ujung meruncing. Bunga majemuk berbentuk
susunan bulir yang terletak diketiak rimpang primer dengan tangkai berambut.
Terdiri dari 3 kelopak daun berwarna putih atau kekuningan, bagian tengah
merah atau coklat kemerahan, Waktu berbunga antara bulan Agustus - Mei.
Banyak tumbuh di daerah tropis dengan ketinggian 750 m di atas permukaan laut

pada tempat teduh (Anonimus, IPTEknet.,2005).

Gambar 2.3. Rimpang temu putih (A) Daun dan bunga temu putih (B)
(Anonimus, IPTEknet.,2005)

Adapun klasifikasi tanaman tersebut adalah sebagai berikut :
Kingdom :Plantae
Subkingdom :Viridaeplantae
Phylum :Tracheophyta
Subphylum :Spermatophytina

Infraphylum :Angiospermae

Class :Liliopsida - monocotyledons
Order :Zingiberales
Family :Zingiberaceae

Subfamily  :Zingiberoideae
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Tribe S Lingibereae
Crenus Cwrenmal
Species - cedoaria Roscoc

Botanical Name @ Cwrctma zedoqria {Christim.) Roscoc
(The  Internaysonad Plant Names Index dalarn waww w3 org TRAT9OVOREC-
html4Gi-19991 223 2007)

Korkumin,  kurkumenol dan kundione adalah senyawa-senyawa - yang
paling aktil yang terdapat pada Crrcimia “cdoario {Huan, 2000).

Berdasarkan penchitian terbara oleh Andurson {2003} menunjukkan bahwa
curcumin vang ditsolasi dart Corcuma fonga dapat menchenttkan profiterast sl
dan dorongan sel kanker untuk melakukian invast ke jarinean. Selain itu kurkumin
terbukti dapat menghentikan Tactor kappa {3 pada nuklear atau vang disebut NE-
kB3, vaitu suatu protein vine memilike pengarah kuat dalam menunjang respon
keradangan vang menyehabkan beberapa penviki seperie arthritis dan kanker.
Andersen (2005 jupa melukukan dua penchiian sekaligus untuk melihar efek dan
pemberian kapsul korkumin terhadap manusia penderita kanker pankreas dan
kunker pavudara. Hasilnva menunjukkan hahwa curcumm dapat menghambat
pertumbehan tumor dengan cara menckan repulasi ahttitas FGEFR - sebagal
mediator profiferasi sel tumor dah omenckan VIEGE vang barperan - dalam
angiogenesis. Menuarut sunber iformast Lam menvatakan behwa kurkumin adalah
antioksidan polyphenolic yang dapat menghambat aktivitas kanker pada hewan

pengerat dan manusic, Kurkunim beheria dengim cara menginduksr enzim
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glutathione S-rransterase. menghambat produksi prostaglandin E(2) (PGE(2)) dan
menckan oksidast DN adducr (MG Sabehan, 2004 ),

Berdasarkan kenvataan empiris dan data-data yang tersedia tersebut. maka
dapat dikatakan bahwa rimpang temu putth memiliki potenst untuk dikembangkan

schagan obat anti-kanker. (Fedjo dkk.. 2005)

2.8 Tinjauan Fikus Sprague Dawley

Tikus lTaboratorium adalah spesies tikus Rattus norvegicus yang dibesarkan
dan drsimpan uniuk penelitan imiah. Tikus inboratorium telab digunakan sebagai
model hewan vane penting untuk penelitian di bidang prikologl. kedokteran. dan
bidang Lannya (Pnbadi, 26083,

Fiktis Sprvwie davlov vang merupakan jens outbreed  tkus albine
serthasuina pilbihan dicunokan secara ckstensit dadame riset nedis untuk stad
Reschatan manusts din penvakit. Kewstungan utamanva adafab ketenangan dan
Lemuadalan penangananmyie Tikus genis g pertama kali diproduks: olch
peteruhan Spragie dander hamudian menjad Perusahiaan Animal Sprague
Doy pdi Madisenn Wisconsi (Harfun, 2012),

Spraeiec dav fov mennlikt warma tubub putih talbine). Rata-rata vhuran bera
tubuh tikus Spragne davder adalah 10050 Berat badan dewasa adalah 230-300¢
bagi betina, dan 430-3200 untuk Jantan. Masa pubertas tikus nn dicapat pada

witur 00 hart, Masa hidup vang khas adatah 2,5-3.5 tabun (Harlan, 2012).
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BAB 3 MATERIDAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Pengamatan preparat imunohistokimia dimulai pada bulan Februar
2012 di Eaboratorium Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Arrlangga
dan kandang hewan coba Fakulias Kedokteran Hewan Undversitas Arrlangga
meliputi pemeliharaan hewan coba percubaan Karsinogenesis, pemberian ekstrak
rimpang temu putih dan pengamatan Kursmiogenesis. Proses pembuatan ckistrak
rimpang  temu putth (Cwrciong Zedoria) dilakukan  di Fakultas Farmast
Universitas  Adrlangea, Ul jmunohistokimia untuk  melihat cksprest enzim
CYPLAL difukukan di Faboratorium Patologt Anatomi RSUD D Sardjito

Yogyakarta

3.2 Materi penclitian
3.2.1 Liewan uji

Hewan uji yvang digunakan adalal tkus putih (Ratiny narveeicus) galar
Sprague denviey betina umur 40 hare dengan horat rata-rata 60-70 ¢ vang dibeli
dari fakultas Farmasi Universitas Gadjab Mada, Yogyvakata, Jumlab hewan coba

yang digunakan schanvak 20 cker dibagi dulam empat kelompok perlakuaan secara

random  dengan menggunakan Jotre. Schelum nva howan diaklimatisast pada
ruang dan kandang percobaan serta dikelompokkan herdasarkan  perlakuan vang

akan diberikan,. Pakan dan minunt diberskan secara aid by
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3.2.2 Alat penelitian

Peralatan vanyg digunakan meliputt @ kandang, seperangkat alut bedah,
steril disposable svringe. microspuit injektor. alat gelas. pot salep. vortex. sonde.
tube steril. labu takar. pipet tetes, timbangan gram clekk. pH omcter TOA HM-
60S. ultra sentriugator (Hitachi SCP 83H). neraca clektrik (Shnimadrus tpe L5-

AT, dan atat-alat gelas vang lazim digunakan di faboratorium.

3.2.3 Bahan penelitian
a). lanaman

Tanaman vang digunakap scbagai haban dalam penciinan i adalah
rimpang temu puith (Cercuma Zedoaria). Bagtan dart tanaman i duambid seeara
acik dengan kondist yang masil segar Talu diproses hingga mendapatkan ckstrak
claneinva.
by, Karsinogen - Schagar bahan karsinogen digunakan DMBA (S e Chen Coy.
¢). Buhan buusohistokinia

Biotinviated  Goat Anti Polvvatent (Biotin). Streptavidui Peroxidase
(Strepraviding. Large Volume Ultra v Block (normal scrumi (hab. Vistong.
Antibodi CYPLAT (antibedi primer) {Lub. Vision) phosphate butter sahne 10"

T

Counterstain - haematoxyvlin dan cosin mayer. 11202 3% dramimoebenzidine

tetrahvdroclonde (DAB).
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3.3 Metode Penetitian
3.3.1 Variabel Penelitian
Beberapa vartabet penelitian yang dipcrluk:m dalam penelitian i meliputi
Variabel Bebas - pota pemibertan ckstrak etanol Cureuma zedoaria
yung menggunakan dosis - 300 mg © kgBB dan

DMBA 20 mg kegBEB.

Vartabel Tergantung - eksprest enzim CYPLAL
Variabel Kendah tikus putih (Reizis norvegicus) galur Sprague

denlev. umur. tenis kelamin, kandang. densitas
hewan coba. penis. jumlal pakan dan minum ad

Ihitini,

3.3.2 Pembuatan Ekstrak Franolik Rimpang Temu Putih

Rimpang temu puth dicuar bersih dengan air mengaliv, diins menjadi
hagian-bagian yang lebih ket dinrishans dyemur dengan panas matahart tdak
langsung dengan ditugupi kain warna gelap. Scielsh Rertng. diserbuk, dan diayak
schingea diperoleh serbuk Temua Puth Schanyak 300 gram serbuk diekstrak
dengan cara maserasi menggunakan pelarut ctanol 90%, schanvak 1.5 L
Pengadukan dilakukan dua kali yaitu pada pavl dan sore han, setelah 3 x 24 jam
difakukan pcn_\';ﬁ'ingun. Mascrasi dilekukan tiga kali. Filrat yang diperoleh
dikumpulkan kemudian diendapkan. iy disarimg untuk sclanjutnya diuapkan
dengan pengurangan tekanan mengeunakan rotay cvaporaior hingea diperoleh

funty

ckstrak kental (Hargono, 1986).
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3.3.3 Pembuatan Larutan Karsinogen DMBA Dalam Minyak jagung
DMBA ditimbang secara analitik. dimasukkan ke dalam tabung reakst dan
ditambab dengan minyak jagung  dengan volume tertentu. Selanjutnya diaduk
dengan alat vortex sampai terlarut dan homogen. Pembuatan larutan DMBA
diperhitunekan schingga volume yang diberikan ke tikus antara 0.5-1.0 1l untuk
dosis DMBA 20 me ke BB setiap pemberian (Singletary of i, 1998 | Kubatka 7
al 2000 vanyg dimodifikasi).
Remius umum vang digunaken adadah
o el e
Volume pemberian DMBA = berat badan tikus 1000 x 207 kadar DMBA i
. . i o — B
Schanvak 30 mg DMBA ditimbang dan dilarutkan dalam 20 ml minvak
feune - hinewa diperoleh Larutan DMBA dengan kadar 2.5 mgoml, Tikus dengan
berat badan 60 o membutuehkan 048 mil larutan DMBAL Larutan DMBA dalam
Brnvah peung i selalu dibuat barug sebelum dibertkan kepada hewan coba

secara per oral.

3.3.4 Penyviapan Sediaan Uji (kstrak Etanol Temu Putih)
Fhatrok ctanolik Ciscoma cedoarta vang akan diberikan pada hewan coba

2o dr dalam

disuspensikan dalam air dengan suspending agent CMC Na 0.5
mortie. Pembuatan CMO Na (05 % dengan cara menaburkan CMC Na 0.5 gr
datam aquades hangat 100 ml dan diaduk sampai farut. Ekstrak. sesual dengan
dosis. disuspensikan dengan farutan CMC Na 0.5 % hingga diperoleh suspensi

chstrok dengon kensentrast yvung Jika dibertkan kepada hewan coba mastng-

masing ahan mendapatkan volume pemberian antara (0.5 - 1.5 ml. Volume
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pemberian ini tidak meiebihn volume maksimal ving diperbolehkan jika diberikan
secara peroral kepada hewan coba (tikush

Rumus umum vang diczunakan adalah

Volume pembernan - berit badan tikus 1000 < dosis - kadar ckstraki ‘\

Schanvak 730 myg chstrak ctanolik Crorcnd “rdouria disuspensikan dalam

CMC Na 0.5 %9 25 ml schingga diperoleh kadar ckstrak 30 mgomib. Untuk

mendapat volame pembertan chstrak. tikus dengan berat badan 60 gram, dosis

ckstrak 300 me keBB dibutuhkan 0.6 mi suspenst chstrak Larutan ckstrak

ctunolik  Crrcunia Zedoaria dalam CNMO N selalu dibuut baru. sebelum

diberikan kepada hewan coba Berhubung sclalu ada penmgkatan berat badan
falu ada peningkatan jumiah chstrak yung

Hewan coba setiap nungeunyi, mika se

diberikan padat howan coba setiap nungdt sertd peny esuatan kadar ckstrak vang

dibuat,

3.3.5 Perlakuan vada Hewan Percobaan
Phesan cob vang drgunahan thus putih galoe Spragie denvley betina umar
40 hari dengan berat badan rata-ratd o0-70 eram Fikus ditempatkan pada kandanyg

dengan ukuran sama berupa hak dari plastik sang difengkapi denean tempat pakan

dan minum. sctiap bak terdapat 3 ckor nkus. pakan dun minum diberikan secara

adl fibitm, Pemberian DMBA pada tkus ditakukan semmgen dua kah selama
lima mingeu sedangkan ckstrak temy putih diberikan setiap harn selama cmipat

minggu (Hamid dkk. 2089, Seluruh handang ditemparkan pada satu ruang yang

memibiki ventilast cukup bk,
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Scjumiah 20 ckor tikus hetina satur Spragne davefer dikelompokkan
menjadi empat kelompok perfakuan. Settap kelompok perlakuan menierlukan
ckor tikus. Pengelompokan hewan percobuan pada settap kelompok perlakuan
adaluah schagan bertkut
kelompok 1 @ Kelompok Kontrol Positip DNMBA
Pada umar U hart tikus diberi DMBA 20 mg keBB dalam mimvak jagoay per
oral frekuensi seminggn dua kali selama lima mingeu. Kelompaok it tnpa diben
ckstrak
Kelompok 11 @ Kelompok Pertakuan peimberian ckstrak sesudaly perbernan
PABA terakhir
Pada unur A0 hari tikus dibert DMBA 20 my ke BRI datany ek agung por oral
frehuens seminepu dua Kali sclama fima mingen. dan mular mimggu ke o
diberikan chatrak ctimal Crreuma Zedoaria 200 nre heBB dadam MO N TR
por aral setiap harn sefama 4 mieggu
Welompok HT @ Kelempok Perlakuan pemberian chstrak sebelum Jonnngou
pemberian DNBA
Pada wmur 40 hart tkus diberi chstrak ctunol Crocrma Zedoaria dosis 309
me hgBB dalan CMC Na (1.3%, por oral, pemberian dilakukan setap han selana
3 minggu dan DMBA20 mg kgBIB dalam minyak jugung per ord diberthan muta

mingeu ke 2. pembenian dilakukan seminggy dua kalr selama S RMITRTEELITE

SKRIPSI
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-

Kelompek 1V: Kelompok Perlakuan pembertan ekstrak sesudab 3 minggu
pemberian DMBA.

Pada umur 40 hari tikus diberi DMBA 20 me keBB dalam minya.ik Jagung per oral
frekuensi seminggu dua kalt selama 3 minggu, dan pada minggu ke 9 diberikan
ekstrak etanol Crrcunia zedoaric 300 mg keBB dalam CMC Na 0.5% per oral
setiap hart selama 4 mingpu.

Sebanyak dua puluh ckor tikus dikorbankan dengan melakukan distokas pada
Icher, dilakuekan pada saal pemberiar ckstiak werakhir bagi kelompok: perlakuan,
sedangkan bagt kelompok kontrel positil pada svat setelah pembrerian DMBA
terakhir untuk pengamatan cksprest enzim CYPTAT pada organ hepar. Organ
vang diambil adadah hepar karena enzimy CYP LA merupakan enzim metabolisme

fase satu yang berada pada hepar,
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Skema Kelompok Perlakuan (minggu ke-) :

PI 1|2 3|4|5|6I7|8|9|10|11|12il3l

P11|1|2]3|4|5|6|7|8|9|1o|11|1zi13L

O

PIIYy 1 {2 |3 4 5l6‘7|8l9|10‘11|12l13L

PIVvl1 |2 {3 | 41 s 6]7|8|9|10|11|12i13L

Keterangan ;

. DMBA 20 mg/kgBB dalam
minyak jagung

e - Ekstrak Curcuma zedoaria dalam
CMC Na 0,5%
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3.3.6 Pengamatan Ekspresi enzim CYPLAT Dengan Uji Imunohistokimia
Persiapan Pemotongan untuk frozen Sections

Pertama-tama tempat cetakan diberi label dan sebagian dusi dengan
matriks jarmgan yang  telah dibekukan. Jaringan yang  diinginkan - diambil
kemudian dipotony dengan ketebalan tidak lebih dart 5 mm. Potongan Jaringan
tersehut diletakkan  kedajan cotakkan vang telah dilabel dan terisi matriks
jaringan beko, Taringan disusun dalam matriks dan digsahakan posisi dekat
denvan bagian dosar cetahan sehingga jaringan mudah terekspose ketika dipotong,

Sclanjutnva cana 2-methylbutane dituangkan dalam nitrogen cair ke
dafam gelas reakst vang terbuat dart srainfess steel dan diletakkan pada subu yang
cukup dingm (scpuk) Cetakan yang berisi jaringan tadi segera dibenamkan ke
dubam eelas Kimia vang telah terst cairan 2-mcthylbutane, Matriks jartngan
dibiarkan sampar meneeras secara kescluruhan kenwudian  diangkat  dan

dipidaliban ke i e atau envesial.

Pemoiongan untuk frozen Sectiony

Schelum tahap pemotongan diusahakan suhu cetakan menjady sum
dengan suhu crvosiar (-207)0 Cetakan Janngan dilctakkan di pirngan untuk
spesimen pada crvosiar Posisy cetakan diatur agar scjajar dengan mata pisau.
kemudian dipetong sampai janngan yang diinginkan tampak. Ketebalan dar
potengan vang ditnginkan brasanyva lima mikro meter (um). Potongan terscbut
ditcmpathan di Zisher Superfrost din dikeringkan dalam suhu Kamar sclama satu

malam. Shide ditiksast dengan cara direndam pada larutan aceton dingin (-207)
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selama dua menit dan disimpan pada subhu kamar kemudian dapat dilanjutkan

untuk tahap selanjutnya.

Prosedur Standar Pewarnaan Imunobistokina untak Fromen Sections

Pertama-tama slide dari organ hepar dikermekan dan dilabel dengan pena
anti air kemudian difiksasi dalom Lrutan ascton selama 10 memt dalam treezer,
Selanjutnya dicuci dengan PBS schama Tima menit schanyak tiga kali. Sctelah itu
slide ditetesi dengan Ha0 3% dan dibiarkan sclama 20 menit lalu dicuet dengan
air selama tiga sampa ma menit Lalu dicod dengan PBY selama lima menit
sebanyak tiga kalu

Seteluh  dilakukan  pencucin. shde  ditetesi dengan normal - serum
(blocking) sclama lima memt dan dikermgkan tepmya, feemudian dilanjutkan
denyan pemberian antibeda \_‘i‘ﬁ_i” dibiarkan schann 60 menii padu suhu Kamar atau
satu malam dalam leman es Sclamutmya antibode dibuang Jalu dicuer dengan PBS
selama 3 menit sebanvak tea kaly Tangkad selanjuinyaadidaly penctesan dengan
Biotin (warpa kuning) falu dibiarkan sclama fima menit Kemudian dicuer lagl
dengan PBS sclama 3 menit scbanvak iz Kali

Selanjutnya shide ditetes dengan Streptavidin (warma k) dan dibrarkan
selama lima menit. Lakukan pencucian lag dengan PBS sclama 5 menit schanvak
tiga kali dimana larutan PBS harus baru. il setelah dipakanr mencucet segera
dibuang. Setelah itu shde ditetest dengan DAB dan dibiarkan sclama 8 menit
kemudian dicuct dengan wir mengalir selama 1015 nrenit Selanmpuinya shde

dimasukkan dalam HE mayer selama dua sampat empal menit dan dicuer dengan
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atr mengabiv. Langkah  terakhic didlakukan mounting  dan ditunggu sampat
mengering. (Mctode Imunohistokimia mengadopay protokol dari Lab Vision)
Masing-masing hepar tikus perlakuan akan dibuat preparat shde dengan
penambahan antibodi CYPIALL schingga akan drdapatkan 20 preparat shde untuk
pengamatan enzun CYPLAT Pengamatuin prepirat imunchistokimsa dilakukan
dengan menghufung persentase sel yvang mengekspresikan enzim CYPEAT di
sitoplasmanyva dalam 3 lapang pandang dengan perbesaran H0x fensa objektif.
kemudin direterata, Sel yang mengekhspresikan enzim CYP AT akan tampak
berwarni coklar pada sitoplasma. sedangkan sel vang tdak mengekspresikan

enzim CYPUAT akan berwarna biru keunguan ( Hamid dkk. 20093

3.4 Rancangan penclitian

Penelitian il menggunakan tpe Rancangan Acak Tengkap (RAT) dengan
miengeunahan cmpat perlahuan dengan i ulaigan, Soperts vang ferfera pada
tubel benku

Fabel 3.1 Ekspresi CYPTAT pada hepar

CPerlabiwan P P P NN 5

B i | | i ' |

! Fikus | ‘ ! }
o S T

Tikus 2 : ;

-

1 ‘
|IlkU\’ o

I_:fiktlﬁ%4 1 | |
| 1 : | ]
‘ Tikus o ' } .

LA
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3.5 Analisis data

Perhitupgan  ekspresi enzim CYPIAL dilakukan melalui pengamatan
mikroskopis pada preparat imunohistokimia organ hepar dimana tiap, shde akan
dilakukan pengamatan dengan tiga lapang pandang berbeda. Kemudian akan
dihitung jumlah sel vang mengekspresikan cnzim < sitoplasma pada minumal 100
set pada tiap Japang pandang kemudian dirata-rata.

Digunakan model statistika parametrik dengan melakukan up nonmalitas
data dengan uji Kolmogorov-sinirnov. Bila data terdistrtbusi normal, difanjutkan
dengan uji ANOVA (Univariaic Analvsis of Tarfance) satu arah dengan posi-hoc
rest uji Duncan dengan taraf” kepercayaun 93" anfuk membandingkan ckspresi
enzim CYPIAT antar kelompok perlakuan. Up statistik dilakukan dengan bantuan

perangkat lunak SPSS® 700 for Hindons k.
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BAB 4 HASIL PENELITIAN

4.1 Ekspresi enzim CYPIAT pada sel hepar hewan uji

Metode pengecatan imunohistokimia mendetekst cksprest protein secara
spesttik - berdasarkan veaksi anvgen-antibodi. Antibods - moneklonal  yang
digunakan untuk miendeteksi enzam CYPTATL adalah antibodi CYPTAT yang dapat
meneenall anticen CYPLAL Hasth reakst antigen-antiirodi divisualisasi dengan
kromogen DAR (3.3-Diwminobenzidiny yang  akan berwarmna  coklat dihihat
dibawal mikroskop, Seb vang mengeksprestkan enzom akan tampak coklat pada
dacrah sekitar sitoplasma seb Karena eksprest enzim tersebut yang akuf
terfokalisast pada daerah tersebut (tanda panab merah), sedangkan sel yang
normal (tdak mengekspresikan enzime CYPIATY akan berwarna biru pada
sitoplasineg selnaa (tandy paneh biray (Gambar 4.4 Dengan metode i tngha
chaprest CYPIAT dinvatahan dengan jumlah sel vang mengekspresikan enzim
NP EATL !

Vistihisasi hasil pengamatan metode umunohistokimia pada kelompok
ttkus perfakuan menenjukkan balvwa jumlbah sel hepar yang mengekspresikan
enzim CYPEAT pada kelompok perlakuan kontrol positit DMBA - lebily banyak
dibandingkan dengan kelompok perfakuan ekstrak sebelum maupun sg.\'uduh
pemhberian DABAL Terlithat babwa seb hepar yang bensarna coklat di daerah
sitoplasma sel pada kelompok perlakuan kontrol - positit DMBA lebih

mendominasi dan lebih jelas dibandimgkan dengan seb hepar kelompok perfakuan

tannva (Gambar 4.1).

32
SKRIPSI EFEK PEMBERIAN TEMU ... AVELINE WIDYA YOLANDA




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 33

AR A A4
Y -t ] %, 2
- . .. ow .

g
- " g q w
-, [}

"\Va‘ _.‘.' . e . e - . 7
Gambar 4.1 Hasil pengecatan imunohistokimia sel hepar tikus dengan antibodi
CYP1Al yang menunjukkan se! yang mengekspresikan enzim
CYP1Al

Keterangan: Banyaknya sel yang mengekspresikan enzim CYP1A1 ditunjukkan
dengan jumlah sel yang berwarna coklat pada sitoplasma selnya
(tanda panah merah). Gambar di atas menunjukkan hepatosit tikus
kelompok perlakuan: kontrol positif DMBA (a), ekstrak sesudah
DMBA terakhir(b), ekstrak sebelum dua minggu DMBA terakhir (c),
ekstrak sesudah tiga minggu DMBA terakhir (d) dengan perbesaran
40x lensa objektif.
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Hasil penghitungan sel positif (terekspresi enzim CYP1Al) dalam 3
lapang pandang berbeda selanjutnya dirata-rata dan diubah dalam bentuk
presentase untuk mempermudah dalam analisa statistik selanjutnya seperti yang

tampak pada tabel 4.1.

Tabel 4.1.Rataandan standar deviasi ekspresi CYP1Al masing-masing

kelompokperlakuan
PERLAKUAN Rataan + SD
P1 73,15°+ 4,70
PIV 62,32+ 8,63
PII 4721° £ 9,71
P11 28,82°+ 13,16

Keterangan : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0,05)

Hasil penghitungan sel yang terekspresi enzim CYP1AL1 yang telah dirata-
rata dalam bentuk persentase diolah lebih lanjut menggunakan analisa statistik

Kolmogorov-Smirnov (lampiran 4) untuk mengetahui normalitas data.

Setelah data yang dihasilkan terdistribusi normal maka dilanjutkan
dengan uji statistik One-Way ANOVA (Anova Satu Arah) (lampiran 4) dengan
post-hoc testDuncan dengan taraf kepercayaan 95% (lampiran 4) untuk

membandingkan ekspresi enzim CYP1A1 antar kelompok perlakuan.
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Perhitungan statistik dengan Anova terhadap eksprest enzim CYPIAL
menunjukkan bahwa F hitung 20.344 dan terdapat perbedaan yang sangat nyata
(p<0.01) dan (p<0.05) dari keempat kelompok perlakuan.Untuk melihat adanya
perbedaan antara kelompok perlakuan dilakukan uji denganpost-hoc testDuncan.
Pada post-hoc testDuncan ditunjukkan bahwa kelompok perlakuan kontrol positif
DMBA tidak berbeda nyata dengan kelompok perlakuan cksirak sesudah tiga
minggu DMBA, tetapi berbeda niyata dengan kelompok perlakuan ekstrak sesudah

pemberian DMBA terakhir dan kelompok ekstrak sebelum dua minggu DMBA.
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BAB 5 PEMBAHASAN

5.1 Ekspresi enzim CYP1AL sel hepar hewan uji

Berdasarkan hasil pengamatan visual melalun penghitungan sel hepar tikus
hewan coba dan masing-masing perlakuan dapat disimpulkan bahwa eksteak
ctanolik temu putih mampu menckan cksprest CYPLAL Penckanan ekspres)
enzam CYPLAL ini terlibat disebabkan adanya perbedaan cksprest CYPLAL yang
nvata (P 0.001) aniara ketompok perlakuan kontrol positiip DMBA dengan
kelompok perlukuan ekstrak sebelum pembertan DMBA dan kelompok perlakuan
chstrak sesudah pemberian DMBAL Dimana rata-rata presentast eksprest enzim
per 100 sel (v e SD) pada kelompok perlakuan kontrol posit DMEBA - sebesar
(7315470 sedangkan ratasrata presentasi eksprest eozim per 100 sel ¢ 280)
pada kelompok perfakaian ckstrak sesudah pensberian DMBA ferakbir. kelompok
perbakuan ehsivak sebelum dua mmggu pembenan DA AL kelompok perlukuan

ekstrak sesudali tive minggu pemberian DMBA - secara berturut-turut adalah

17010 T]L ONR2EE316: 62320863 Hal ini sesual dengan pernyataan babwa
kurkwmin, <alah satu senvawa aktif vang terdapat dalam nmpang temu putih
memiliki ctek dalam menckan level CYPTAL pada hepar dan paru (Garg o7 of.
2007). Hastl duri penclitian ini juga sesuai dengan hasit penelitian yang diiakukan
Octari dkk. (1995) bahwa kurkumin dapat menjadi inhibitor enzim P430° EAT

yang  potensial pada hepar tikus dengan yang diukur akutitasnya melalu

cthoxyresorutin deethylation (EROD) dalam -naphthotlavone (BNF).
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Mckanisme penckanan cksprest enzim CYPIAT oich kurkumin tefah
ditehtt Garg dkk. (2007} yvang menjelaskan bahwa kurkumim bekega bukan
cdengan cara alterasi AhR melamkan scecara signifitan menurunkan mdukst AR
olech PAH dimana pada proscs induksi tersebut terjadi fostorilasi, translokas
nuklear dan ikatan dengan sckuen DNA vang sclanjuinva menckan transakiifuss
CYP1AL  Sebenarnva  dalam  keadaun normal (lanpa paparan senvawi
karsinogenik) dalam tubuh, enzim CYPIAT tetap dickspresikan olelt suatu
promotor ving diasumsikan scbagai sebuah nukleosom vang diposisikan di dalam
nekleosomal, Kumpulan nukleosomal tersebut hanva sedikit mengeksprestkan
CYPIAL  dikarenakan  penckanan  transkripsi secara berulang-ulang - oleh
nukleosom. Adanya paparan PAH pada sef akan diikot adanyvaokatan heterodimer
arvl hydro recepror (AhR) dengan iR nuclear renstocaror (Amt) dengan
enficpicer atau promotor vang 1;1cngllkih;uk;m purabihan struktur kromatin dan
sromotor DNA - akan lebib terakses dengan hat protein (AR Aty v/
ivdrocarbon recepior (Ahr) merupakar Ektos sk vine herperan datam
metabolisme senyawa xenobiotik dalam whuh (Chanas dikk. 2002). Mcekantsme
ikatan heterodimer AhR dengar At diswah dengan adanve paparan PAH
(DMBA) yang akan berditus ke dadam et dan akan herkatan dengan ARR yang
akan memediasi Tkatan Tigan. interakst proteny dengan DNA serta transaktifasi
(Whitlock, 19935 dalam Hamid. dkk. 2009). Selanjutinya tevjad heterodimerisasi
dengan Arnt yang memiliki fungst serupa dengan AhR. lkatan Ahr dengan Amt

dapat mengenali sckuen DNA - vang spesiik dian berkatan denvan venobiotik
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responsive element (XRE) yang selanjutnya mengaktifasi upstream target gen

CYP1A1 (gambar 5.1)

nukleus
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Gambar 5.1 Mekanisme induksi CYP1A1 oleh PAH melibatkan aryl hydrocarbon
reseptor (AhR) (adaptasi dari Hayes and Puiford, 1995)

Berdasarkan data yang diperoleh, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
rimpang Curcuma zedoaria memiliki efek inhibisi terhadap enzim CYP1A1 lebih
tinggi padapola pemberian sebelum diinduksi dengan DMBA dibandingkan
pemberian ekstrakyang dilakukan sesudah tiga minggu induksi DMBA maupun
pemberian ekstrak sesudah DMBA terakhir, akan tetapi pembernan ekstrak yang
dilakukan pada sebelum maupun sesudah pemberian DMBA masih menunjukkan

hasil yang lebih baik dibandingkan dengan perlakuan kontrol positif DMBA.
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0.1 Kesimpulan

Berdusarkan hasil penclitian. dapat disimpulkan bahwa pemberian ckstrak

Crrcima edoario dapat menghambat ckprest enzim CYPLIAL pada tikus vang

diduksr DMBA dengan pola pemberian paling ciektt Corcma Zedoaria dua

minegu sehelum mdukst DMBAL

6.2 Saran

)

Berdasarkan hasil penelitian saran yang dapat diuraikan adalah

Ui pada hewan coba dengan Ekstrak Curciema Zedoaria dosts 300
me kel3B sehagad afternatif erapi kemopreventh dakiam upaya pencegahian
Kanther nunmmae tuntas tetapi masih pertu dilokukan up kKhings.

Poerfu JHlahokan penclitian lebih Tanjut untuk mengetabun aktivitas
CY P LA untuk memperoleh data yang kuantitatit,

Perlu dilukukan penelitian lehii Tanjut untuk mencegaskan senyawa bioaktt
Jart ehatrak Curewnia zedoario yang berfungst sehagan antikarsinogemk.
Pertu dilakuhan cksplorasi mengenal mekapisme-mekanisme: molekuter

Jain vange mungkin terjadi dari senyawa antikarsinogenik tersebut.
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RINGKASAN

Aveline Widya Yolanda. Efek Pemberian Ekstrak Temu Putih (Curcuma
cedoaria) Sebelum  dan  Sesudah Inisiasi 7,12 Dimethylbenz(ajantrasen
(DMBA) pada Tikus Sprague Dawley Uerhadap Ekspresi Enzim CYPIAL D
bawah bimbingan M. Gandul Ank 3o MRes.drh. sebagay pembimbing pertama
dan Dr. Widjiati, M.SLL drhe sebagan pembrmbing kedua,

Penelitian i dilakekan  untuk  menjawab permasalahan mengenan
penatalaksanaan penvakis Kanker Rbhususnva kanker pavudara baik pada manusia
mauptin hewan dinima prevalensipya seimskin meningkat dari tahun ke tahun dan
dengan tingkat  keberhasilan pengobaan sangat keal  serta seringkali
mengakibatkan eiek samping vang mertsikan hog penderita,

Pengobatan alternait dencan menggunakan herbal alami dalam
menangant Kanker bk ;ch;:g:_ai Kemopraventit maupun pengobatan ki lebth
banvak dipilih masyarakat kirena mimiimya cler samping. vang ditumbulkan.
Rimoang teniu putii (Crore o Zodooria) mnerupakan salall satu tanaman obat
vang mengandung cat broaktif kurkunnn dimana sebelum nya terbukti dapat
menghambat - karsinogenesis. Rimpang temu putth chatrakst  kemudian
dibertkan pada hewan wn sang dikelompokkan menjadi empat - kelompok
perlakuan vaitu kontrol posittl DMBA 20 g keBBB. ckstrak temu putih 300
mg heBB sesudah DMBA terakhiv. okstrak temu putih 300 mpekgBB sebelum

dua minggu DMBAL ckstrak tumu putih - 300 my keBBB sesudal tiga minggu

=
&

DMBA untuk diketabui efeknya dalsm mencesah arsinogenesis. Dalam hal im

DMBA dosis 20 mkg/keB13 digunakan sehagai inisiator kanker. Dalam penelitian
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ini pemeriksaan enzim sitokrom P450 famidy TATICYPIAT) dijadikan tolak ukur
keberhasilan pencegahan kanker payudara akibat adanya metabolisme xenobiotik
khususnvi senvawa-senyawa vang bersifat prokarsmogen seperti PAHD vang
melibatkan enzim tersebut. Pada akhir mingeu ke 12 tikus dikorbankan untuk
diambii organ hepar schagai organ yang berfungsi memprodukst enzimm CYPTAI
dan selanjutnya akan dilakokan metode pengecatan munohistokinis aniuk
melitiat ekspresi enzim CYPITATL Penentuan cksprest ensim dilukukan dengan
cart penganatin visual preparat imunohistokimia melaius mikroskop denga carn
menghitung sel vang terckspresi pada minimal 106 sel pada tga fapang panding
herbeda dengan perbesaran lensa objektif 4t

Sclanjutnva  hasil penghitungan dianahsa menegunakan analisa statsnk
Kotmovorov-Smirnorv ditanjutkan upr Aneva satu arah dengan sosedaly foc esr
{ignean untek membandigkan cl-\;prcsi citzim CYPIAT antar Kelompok
perlakuan, Hastl penclitian ine menunjukkan bahua chostrak temu patth LC g
—cdoaria) membki efek menceeah kKarsinogenesis denrzan o menchan
CNPIALL

Dalam pemeriksaan eksprest cnzim CYPIAT. terbukit hahwa chtrak
rimpang,  temu putih (Cwrcma Zedoaria)y 500 me keBd o febih opumal
menghambat enzim CYPLAT saat diberikan sebetum dua mingeu indukst DMBA
dibandingkan dengan pemberian ekstrak dilakukan sesudah induksr DMBA
Namun pemberian ckstrak sebelum maupun sesudah indukst DMBA masih
terlibat dapat menckan eksprest enzim CYP LA jika dibancdi vhan dengan hontrod

positif DMBA. bkstrak rimpang temu putth lebih tepat digunakan  dalam
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pencegahan penvakit kanker mamnue. namnn juga dapat dimantaatkan sehagal

terapi pengobatan kanker mamimac,
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LAMPIRAN

Lampiran 1.Dokumentasi Penelitian

Ekstrak rimpang Larutan DMBA Proses Penyondean
temu putih 20 mg/kgBB
300 mg/kgBB dalam
+ CMC NA 0,5% corn oil
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Ldmpn an 2. Skema prosedur imunohistokimia dengan frozen Section

Pemotongan jaringan {cryostat -20°)

Dikeringkan - dilabel |
SLIDE ___H/,t ikeringkan - dilabe - _l

. : S A I 4 o
{ M (o . .
Cuci dengan PBS selama 5 menit e Fiksasi dim far. aseton (10 menit) 1
sehanvak 3x <‘ dim freezer _,j
— - IL [ - s — [ —_— [ S —— ‘
Stide ditetesi H202 3% l R J’ R —l |rCuci dengar PBS (5 w
{hiarkan 20menit) ) { Cuci oengdn air L menit)
' i )
Slide ditetesi normal serum [blocking] . Keringkan
tepinya
b d _ -
Pemberian antibodi primer . Buang
L antibodi
- - S
IR,
,—_-—1] Cuci dengan PBY selama b mieint
|
L N
Penctesan dengan hiotin Cucidengan PBS {5 ; -
(biarkan 5 menit) 't menu) i
B o —
Lar. PBS . ] Cuci dengan PBS (5 ‘1 Shide ditetesi dengan Streptavidin
harus baru t menit) Sebanyak 3x LT
d . e ibiarkan 5 menit) ]
| Y
- T . — — - ...\ .
( slide ditetesi dengan DAB Cuc dengan air mengalir ‘ Cucidengan
. . :
{selama 10-15 menit ' air mengalir
t {biarkan selama 8 menlt} J( 7)77 L ! L } l A

| —
|

(
! Counterstaining dengan
Mountmg 11 HE meyer {2-4 menit)
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Lampiran 3. Hasil penghitungan ckspresi enzim CYPLAL
PERSENTASE EKSPRESI ENZIM CYP1A1
" LAPANG PANDANG MEAN % | MEAN %
P | uLin) 3 2 3 PER PER
® + - % Ll % v % TIKUS | PERLAKUAN
1 106 | 33 | 76.2500 | 96 ‘ 19 283.4783 75 ' 31 | 70.7547 | 76.8307
2 as | 23 | 704843 | 70 . 28 1 738318 | B2 | 23 | 78.0952 | 771304
1 3 84 ‘ 19 | 815634 | 90 |23 | 790460 | 58 | 43 !57_4257 72 8751 73.1446
4 77 g eratit| 94 l a6 ] 67.1420 103:i 43 | 682119t 654836
2 8 ] 26 | 745098 | 84 | 30 735842 90 | 35 | 720000 | 733980 | ]
1 127 1 90 | 585263 | 111 112 | 497758 119 | 104 | 533632 | 53.8881
2 145 72 leosoos | 88 | 56 I 605634 | 75 60 | 555556 | 60.0797
2 3 27 175 | 264706 | 24 | 79 233010 ] 76 | 24 | 760000 | 41.9239 47.2716
4 54 151 514286 12 7, 11.0092) 59, 44 | 572816 39.9064
5 A7 91 0340580 | 52 5 54 490366 | 50 ¢ 93 | 34.9650 ) 39 3599
1 69 ‘| 134 339001 | 89 1 63 can626 | 1261 86 | 594340 | 506589 |
2 2 Doy iirazes | 36 /3 Ba07s ) 9 108 7.6923 | 17.3828
3 3 g6 B3 238637 | 58 1 78 4264711 23 | 86 1 21.1009 | 29.2004 26,8190
4 a6 75 524324 | 16 a6 1ao8s7 | 14 097 26126 | 19.7769
5 o ' oss asosuz | 8 |03 7207z | 63 80 | 557522 | 270762
© 0 as 176 ionavis| o | a0 usan2 | 65 - 40 | 619048 62.4063
2 107 : 23 lHl.(SU(_‘JU 73 . 30 57,5020 38 I 34 | 666667 71.9531
4 3 G745 S0.8214 | 06 5 17 AAESHE L 61 42 ?59_2233 680002 62 2227
4 S . Sy | 527273 | 57 A 010857 | 74y 28 L 725490 508340
5 67 . 43, 59.047G | 29 ;am 217 | 78 144 | 63.9344 | 493998
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Lampiran 4. Tabel hasil analisa statistik

Tabel  hasil  ratarata ckspresi CYPIAD  menggunakan  analisa statistik

KNolomvorov-Smirinov

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Eksprest Bz

m CYPLAI
N 20
Normal Parameters™” Mean 52.8745
Std. Deviation 1920871
NMost Exireme Absuclute 142
Differences Positive (103
Negative - 142
Nofmogorav-Snirmoy Z 034
Asvmp. Sig (2-taled) Sl6

a4 Fest distrsbution 1s Normal

b Caleudated trom data.

Pabel hastl ratasrata cksprest CYP EAT mengounakan analisa stanstik foova sata

arah

ANOYVA
iZksprest Lozim _CYPTAL
Sum of
Squares dt Mean Square F Sig.
Between Groups 5554385 3 1831462 20344 000
Within Groups 1450128 10 91.008
Total TOI513 1Y
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Tabel hasi! rata-rata cksprest CYPIAT nap kelompok perlakuan menggunakan

sestdah hoo test Dunean

Ekspresi_Enzim CYPEAL

Duncan®

Subset for alpha = 0.05

Perlakuan , r | 2 3
tkstrak O sedoana s YRN8 90

sehelum 2 nungeu

Fletruk O zedomia 3 472110

sestdaly DNBA teraklar
P hstrak O sedoarta 3 023235

sesuglah 3 nungan

Kontrol IMBA 20 S 751446
! my ke BB
Sie | ) 1 4100 a2

Moeans tor eroups 1 homogencous subsetsare displayed.

a Uses Hhrmonie Mean Sample Size S 000
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