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ABSTRACT

Background: Oral cancer is a serious problem in some countries. This cancer on the 6™ grade from all
of the cancer in the world. Nowadays, therapy of oral cancer are surgery and chemotherapy that has a lot of
side effects. A therapy using ethanol extract from stem bark of Shorea seminis that is minimum side effects yet
easy to be found. Shorea seminis containing oligostilbenoids compound, this compound can increas p53 gene
expression. Purpose: To prove and analyze the best dose of ethanol extract from stem bark of Shorea seminis to
increas apoptosis of oral cancer. Methods: This research is preliminary research and the laboratories
experimental with post test only control group design. There are 26 Mus musculus mice as research samples,
and divided into four group, namely KK (control group), KP1 (250 mg/kg BB), KP2 (500 mg/kg BB), and KP3
(750 mg/kg BB). All of this samples were injected by benzo(a)pyrene intra muscular in oral twice a week for a
month with the dose 8 mg/kg BB. Furthermore, each group was given stem bark of Shorea seminis ethanol
extract everyday with the dose 250 mg/kg BB, 500 mg/kg BB, and 750 mg/kg BB for a month. All samples were
sacrificed and processing to detect apoptosis by immunohistochemistry among group. The data were tabulated
and analyze statistically. Result: The total of apoptosis in KP3 is higher than KP1 and KP2. This result prove
that stem bark of Shorea seminis ethanol extract can increase apoptosis of oral cancer cell. The dose 750 mg/kg
BB has the hinghest total of apoptosis compared with another dose. Conclusion: Stem bark of Shorea seminis
ethanol extract can increas apoptosis of oral cancer cell, expecially in dose of 750 mg/kg BB.
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ABSTRAK

Latar Belakang: Kanker rongga mulut merupakan salah satu masalah serius di beberapa negara.
Kanker tersebut menduduki peringkat keenam di seluruh dunia. Saat ini, terapi kanker rongga mulut yang
dilakukan adalah operasi dan kemoterapi, terapi tersebut memiliki banyak efek samping. Sebuah terapi yang
menggunakan ekstrak etanol kulit batang Shorea seminis memiliki efek samping yang minimal dan mudah untuk
ditemukan. Shorea seminis mengandung senyawa oligostilbenoids, senyawa ini dapat meningkatkan ekspresi gen
p53. Tujuan: Untuk membuktikan dan menganalisis dosis terbaik dari ekstrak etanol kulit batang Shorea
seminis yang dapat meningkatkan apoptosis sel kanker rongga mulut. Metode: Penelitian ini merupakan
penelitian pendahuluan dan eksperimental laboratorium dengan post test only control group design. Ada 26 ekor
mencit mus musculus yang digunakan sebagai sampel penelitian dan dibagi menjadi empat kelompok, yaitu KK
(kelompok kontrol), KP1 (250 mg / kg BB), KP2 (500 mg / kg BB), dan KP3 (750 mg / kg BB) . Semua sampel
ini diinjeksi dengan benzo(a)pyrene pada intra oral dua kali seminggu selama satu bulan dengan dosis 8 mg / kg
BB. Selanjutnya, masing-masing kelompok diberi ekstrak etanol kulit batang Shorea seminis setiap hari dengan
dosis 250 mg / kg BB, 500 mg / kg BB, dan 750 mg / kg BB selama satu bulan. Kemudian semua sampel
dikorbankan dan dilakukan pengolahan untuk mendeteksi apoptosis dengan pemeriksaan imunohistokimia. Data
ditabulasi dan dilakukan analisis statistik. Hasil: Apoptosis di KP3 lebih tinggi dari KP1 dan KP2. Hasil ini
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membuktikan bahwa ekstrak etanol kulit batang Shorea seminis dapat meningkatkan apoptosis sel kanker rongga
mulut. Dosis 750 mg / kg BB memiliki jumlah apoptosis yang paling tinggi dibandingkan dengan dosis yang
lain. Kesimpulan: Ekstrak etanol kulit batang Shorea seminis dapat meningkatkan apoptosis sel kanker mulut,

khususnya pada dosis 750 mg / kg BB.
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PENDAHULUAN

Kanker merupakan penyakit dengan
karakteristik ~ gangguan  atau  kegagalan
mekanisme pengaturan multiplikasi pada
organisme  multiseluler  sehingga terjadi
perubahan perilaku sel yang tidak terkontrol.?
Pada pengaturan kanker, terjadi kombinasi
proliferasi sel dan apoptosis yang terganggu.?
Gen p53 merupakan pengatur proliferasi yang
juga berperan dalam mengontrol apoptosis.®
Menurut Reksoprawiro (2008) angka kejadian
kanker rongga mulut di rumah sakit dr.
Soetomo Surabaya, Indonesia dari tahun 1997-
2007 adalah 184 kasus.* Pengobatan yang
selama ini dilakukan meliputi pembedahan,
penyinaran radioterapi, dan penggunaan obat-
obat kemoterapi. Namun pengobatan tersebut
memiliki efek farmakologi kurang selektif dan
efek samping yang merugikan.>® Sehingga
diperlukan pengobatan yang lebih efektif dan
mudah dijangkau masyarakat.

Kayu tengkawang pelepak (Shorea
seminis) merupakan salah satu tanaman pohon
penghasil kayu yang sangat unggul kualitasnya.
Shorea seminis merupakan salah satu spesies
dari  dipterocarpacae,  Shorea  seminis
mengandung senyawa oligostilbenoid yang
merupakan senyawa turunan fenol yang
tersusun oleh unit-unit resveratrol.”® Senyawa
oligostilbenoid dalam ekstrak etanol kulit
batang Shorea seminis telah diuji toksisitasnya
menggunakan benur udang Artemia salina
(Brine Shrimp Lethality Test) dan didapatkan
hasil isolasi toksik terhadap benur udang
Artemia salina (LCsp < 1000 pg/mL).2 Uji
Brine Shrimp Lethality Test merupakan salah
satu metode umum dalam tes bioaktivitas
senyawa kimia. Metode ini sering digunakan
untuk screening awal sebelum uji sitotoksisitas
menggunakan sel kanker.®1% Selain itu, telah

dilakukan uji sitotoksisitas ekstrak etanol Kkulit
batang Shorea seminis dengan menggunakan
sel murine leukemia P388 untuk mengetahui
potensi sebagai anti kanker dan didapatkan
hasil sitotoksisitas yang tinggi (ICso < 4
ug/mL).812

Dalam sebuah penelitian senyawa
oligostilbenoid yang terdapat pada kulit batang
Hopea odorata yang merupakan salah satu
genus Dipterocarpaceae menunjukkan
terjadinya peningkatan ekspresi gen p53 yang
aktif.** Berdasarkan hasil penelitian, Hopea
mengarawan yang merupakan salah satu
spesies dari Dipterocarpacae menunjukkan
adanya sifat antimutagenik oleh karena dapat
menurunkan jumlah sel eritrosit polikromatik
bermikronukleus pada kelompok mencit yang
diberi siklofosfamid diikuti pemberian ekstrak
etanol Hopea mengarawan dengan dosis 300
dan 600 mg/ kg BB.}* Dari identifikasi
spektroskopi didapatkan beberapa senyawa
aktif yang sama antara Shorea seminis, Hopea
mengarawan dan Hopea odorata. Namun
belum diketahui potensi ektrak etanol kulit
batang Shorea seminis dapat meningkatkan
apoptosis sel kanker rongga mulut.

Apoptosis merupakan kematian sel
jalur utama untuk menghilangkan sel atau
membunuh sel yang tidak diperlukan atau
menjadi ancaman bagi tubuh.’®* Masalah
pengaturan apoptosis telah terlibat dalam
penyakit kanker, pada penyakit tersebut
ditandai dengan terlalu sedikitnya proses
apoptosis yang terjadi.®> Apoptosis merupakan
proses bertingkat, terutama dipengaruhi oleh
aktivasi dari beberapa sintein protease.
Terdapat tiga produk gen vyang sangat
diperlukan untuk terjadinya proses apoptosis
yaitu caspase, apoptic protease activating
factor-1 (Apaf-1), dan famili B-cell lymphoma-
2 (Bcl-2).* Beberapa terapi antikanker
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bergantung pada proses apoptosis, karena tumor
yang menunjukkan apoptosis lebih sensitif
terhadap kemoterapi akan cenderung memiliki
prognosis yang baik.’* Oleh karena itu peneliti
ingin meneliti kematian sel kanker karena
merupakan salah satu indikator keberhasilan
terapi antikanker.

Berdasarkan latar belakang masalah
diatas, tujuan dari penelitian ini untuk
mengetahui potensi ektrak etanol kulit batang
Shorea seminis dalam meningkatkan apoptosis
sel kanker rongga mulut.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
pendahuluan dan penelitian eksperimental
laboratoris secara in vivo dengan menggunakan
rancangan post test control group design.
Sampel yang digunakan adalah mencit mus
musculus jantan berusia 3 bulan dengan berat
badan 20-30 gram. Dalam penelitian ini

Kelompok Rerata sel yang
mengekspresikan
Caspase 3
Kontrol 11,25
KP1 (dosis 250mg/gr BB) 31,67
KP2 (dosis 500mg/gr BB) 18,33
KP3 (dosis 750mg/gr BB) 50

digunakan mencit sebanyak 26 ekor yang
dikelompokkan menjadi 4 kelompok yang
berbeda dimana terdapat 1 kelompok kontrol
(KK) dan 3 kelompok perlakuan (KP1, KP2,
dan KP3). Pada penelitian ini sel kanker
didapatkan dari jaringan mukosa rongga mulut
mencit yang telah diinduksi benzo(a)pyrene.
Mencit tersebut diinjeksi  benzo(a)pyrene
dengan dosis 8 mg/kg BB. Pemberian
Benzo(a)pyrene dilakukan pada seluruh sampel
secara injeksi pada intra oral sedalam 2-3 mm
pada daerah sekitar kelenjar parotis dan
kelenjar liur mencit sebanyak 0,05 ml sebelah
kanan setiap 2 kali seminggu selama 4
minggu.l’” Untuk pengecekan sel kanker pada
mencit lain dilakukan pemeriksaan klinis
berupa benjolan tumor, untuk indikasi bahwa
sel kanker telah tumbuh pada mencit tersebut.
Setelah pemberian injeksi selesai, yaitu
setelah 4 minggu, mencit mus musculus jantan
diberi ekstrak etanol kulit batang Shorea
seminis sesuai pada kelompoknya, yaitu 250
mg/kg BB pada KP1, 500 mg/kg BB pada KP2,
dan 750 mg/kg BB pada KP3. Pada penelitian
selanjutnya dilakukan pengamatan apoptosis sel

kanker yang terjadi pada mencit tersebut
menggunakan  pewarnaan  imunohistokimia
dengan antibodi monoklonal caspase-3 dengan
counterstain hematoksilin. Setelah pembuatan
preparat selesai dilakukan perhitungan dengan
menggunakan  mikroskop  cahaya pada
pembesaran 400 kali dilakukan pada 5 lapang
pandang yang berbeda. Perhitungan dilakukan
pada sel yang berwarna coklat, karena sel
tersebut  merupakan sel yang  positif
mengekspresikan caspase 3.

Setelah dilakukan penghitungan jumlah
sel, data yang diperoleh dari hasil penelitian
dikelompokkan  dan  dianalisis  dengan
menggunakan uji statistik Oneway Analysis of
Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan
analisis Post Hoc Test untuk mengetahui
perbedaan efektifitas pada kelompok perlakuan.

HASIL

Dari hasil penelitian mengenai potensi
ektrak etanol kulit batang Shorea seminis
dalam meningkatkan apoptosis sel kanker
rongga mulut didapatkan nilai rerata ekspresi
caspase 3 sebagai berikut:

Tabel 1. Rerata ekspresi caspase-3 pada setiap
kelompok

Berdasarkan hasil penelitian dapat
terlihat bahwa rerata sel yang mengekspresikan
caspase 3 pada kelompok perlakuan lebih
banyak dibandingkan dengan  kelompok
kontrol. Dan rerata sel yang mengekspresikan
caspase 3 pada KP3 (750mg/kg BB) merupakan
rerata yang paling banyak diantara rerata
kelompok lainnya.




Oral and Maxillofacial Pathology Journal Vol.2 No.2, 2015 (07): 1 -6

Gambar 1. A. Gambaran ekspresi caspase 3 pada
Kelompok Kontrol yang ditunjukkan anak panah
pada pembesaran 400x.

B. Gambaran ekspresi caspase 3 pada KP1 (dosis
250 mg/kg BB) yang ditunjukkan anak panah pada
pembesaran 400x.

C. Gambaran ekspresi caspase 3 pada KP2 (dosis
500 mg/kg BB) yang ditunjukkan anak panah pada
pembesaran 400x.

D. Gambaran ekspresi caspase 3 pada KP3 (dosis
750 mg/kg BB) yang ditunjukkan anak panah pada
pembesaran 400x.

Analisa data dilakukan dengan uji
Oneway ANOVA. Hasil uji Oneway ANOVA
adalah signifikansi 0,000 (p<0,05) yang berarti
ada perbedaan yang signifikan anatara keempat
kelompok tersebut. Selanjutnya dilakukan uji
Post-Hoc Test untuk mengetahui perbedaan
efektifitas pada kelompok perlakuan. Uji Post
Hoc Test dilakukan menggunakan Tukey HSD
yang hasilnya dapat dilihat pada table berikut:

Tabel 2. Hasil Uji Post Hoc Test

KPL  KP2 KP3
(250 (500 (750

Kontrol mg/kg mag/kg  mg/kg
BB) BB) BB)
Kontrol - 0,037 0,733 0,000
KP1 (250
mg/kg BB) 0,037 - 0,169 0,036
KP2 (500
mg/kg BB) 0,733 0,169 - 0,000
KP3 (750
mg/kg BB) 0,000 0,036 0,000 -

Pada tabel 5.2 menunjukkan analisa
jumlah sel yang mengekspresikan caspase-3
antara kelompok kontrol dengan KP1 (250
mg/kg BB) didapatkan nilai p hitung sebesar
0.037 < 0.05 dan menunjukkan ada perbedaan
yang signifikan. Sedangkan analisa jumlah sel
yang mengekspresikan  caspase-3  antara
kelompok kontrol dengan KP2 (500 mg/kg BB)
didapatkan nilai p hitung sebesar 0.733 > 0.05
yang menunjukkan tidak ada perbedaan yang
signifikan. Kemudian analisa jumlah sel yang
mengekspresikan caspase-3 antara kelompok
kontrol dengan KP3 (750 mg/kg BB)
didapatkan nilai p hitung sebesar 0.000 < 0.05
yang menunjukkan ada perbedaan yang
signifikan.

Analisa jumlah sel yang
mengekspresikan caspase-3 antara KP1 (250

mg/kg BB) dengan KP2 (500 mg/kg BB)
didapatkan nilai p hitung sebesar 0.169 > 0.05
yang menunjukkan tidak ada perbedaan yang
signifikan. Sedangkan analisa jumlah sel yang
mengekspresikan caspase-3 antara KP1 (250
mg/kg BB) dengan KP3 (750 mg/kg BB)
didapatkan nilai p hitung sebesar 0.036 > 0.05
yang menunjukkan ada perbedaan yang
signifikan. Kemudian analisa jumlah sel yang
mengekspresikan caspase-3 antara KP2 (500
mg/kg BB) dengan KP3 (750 mg/kg BB)
didapatkan nilai p hitung sebesar 0.000 < 0.05
yang menunjukkan ada perbedaan yang
signifikan.

PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan penelitian
pendahuluan untuk mengetahui potensi ekstrak
etanol kulit batang Shorea seminis terhadap
apoptosis sel kanker rongga mulut mencit mus
musculus yang diinduksi benzo(a)pyrene.
Benzo(a)pyrene merupakan bahan yang dapat
meningkatkan  oksidasi dari berbagai
metabolisme dalam tubuh.'® Shorea seminis
atau kayu tengkawang pelepak merupakan salah
satu tumbuhan dari Famili Dipterocarpaceae
yang mengandung senyawa oligostilbenoids.
Telah dilaporkan bahwa sejumlah senyawa
oligostilbenoid memiliki aktivitas biologi
sebagai antitumor.’® Dalam sebuah penelitian
senyawa oligostilbenoid dapat meningkatkan
ekspresi gen p53 yang aktif.*®

Pada penelitian ini sel kanker
didapatkan dari jaringan mukosa rongga mulut
mencit mus musculus jantan berusia 3 bulan
yang telah diinduksi benzo(a)pyrene. Setelah
didapatkan kondisi kanker, ekstrak etanol kulit
batang Shorea seminis diaplikasikan pada tiap
kelompok perlakuan. Selanjutnya dilakukan
pengamatan apoptosis sel kanker yang terjadi
pada mencit tersebut menggunakan pewarnaan
imunohistokimia dengan antibodi monoklonal
caspase-3 dengan counterstain hematoksilin.
Pada pewarnaan tersebut sel yang positif
mengekspresikan caspase-3 akan berwarna
coklat sedangkan sel yang negatif akan
berwarna ungu. Ekspresi bentuk aktif dari
caspase 3 didalam sel terjadi pada awal proses
apoptosis dan  menunjukkan  gambaran
morfologi kematian sel sehingga deteksi
peningkatan ekspresi caspase 3 didalam sel
melalui pemeriksaan imunohistokimia dapat
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dijadikan dasar untuk mendeteksi sel yang
mengalami apoptosis.?

Hasil analisa data jumlah apoptosis
pada kelompok kontrol dan perlakuan (KP1,
KP2 dan KP3) dengan menggunakan uji
Kolmogorov-Smirnov didapatkan data dengan
distribusi normal dan uji Levene test didapatkan
data yang homogen. Selanjutnya dilakukan
analisa dengan uji Oneway ANOVA untuk
membandingkan  jumlah apoptosis antara
kelompok kontrol, KP1, KP2, dan KP3 dan
didapatkan  perbedaan  yang  bermakna.
Selanjutnya dilakukan uji Post-hoc Tukey untuk
mengetahui kelompok kelompok yang terdapat
perbedaan bermakna yaitu antara kelompok
kontrol dengan KP1 (p = 0.037) dan kelompok
kontrol dengan KP3 (p = 0.000). Disisi lain,
tidak didapatkan perbedaan bermakna antara
kelompok kontrol dengan KP2 (p = 0.733).
Namun KP1, KP2, dan KP3 mempunyai rerata
jumlah apoptosis yang lebih banyak dibanding
kelompok kontrol.

Jumlah apoptosis pada kelompok
perlakuan lebih banyak daripada kelompok
kontrol. Hal ini membuktikan bahwa senyawa
oligostilbenoid yang terkandung dalam Shorea
seminis mempunyai peran dalam peningkatan
jumlah apoptosis pada sel kanker rongga mulut.
Hal tersebut didukung oleh  penelitian
sebelumnya bahwa senyawa oligostilbenoid
yang terkandung di dalam ekstrak etanol kulit
batang Shorea seminis telah diuji toksisitasnya
menggunakan benur udang Artemia salina
(Brine Shrimp Lethality Test) dan didapatkan
hasil isolasi toksik terhadap benur udang
Artemia salina (LCso < 1000 pg/mL).2 Uji
Brine Shrimp Lethality Test merupakan salah
satu metode umum dalam tes bioaktivitas
senyawa kimia. Metode ini sering digunakan
untuk screening awal sebelum uji sitotoksisitas
menggunakan sel kanker.®1% Selain itu, telah
dilakukan uji sitotoksisitas ekstrak etanol kulit
batang Shorea seminis dengan menggunakan
sel murine leukemia P388 untuk mengetahui
potensi sebagai anti kanker dan didapatkan
hasil sitoksitas yang tinggi (ICso < 4 png/mL).81?

Dalam sebuah penelitian senyawa
oligostilbenoid dapat meningkatkan ekspresi
gen p53 yang aktif.'* Dengan teraktivasinya
protein p53 maka akan memicu peningkatan
regulasi Bax (pro apoptosis) dan penghambatan
regulasi Bcl-2 (antiapoptosis) pada membran
mitokondria. Hal tersebut akan menyebabkan
perubahan  permeabilitas membran  dari
mitokondria. Sehingga mitokondria  akan

terinduksi untuk membuka Pt-pore dan melepas
sitokrom-c ke sitosol. Di sitosol sitokrom-c
akan mengaktivasi Apaf-1, yang selanjutnya
Apaf-1 akan mengaktivasi kaskade-kaspase.?
Kaspase yang aktif akan mengaktifkan DNA-
se, menembus membran inti dan merusak DNA
yang mutasi. Sehingga DNA sel yang mutasi
mengalami  fragmentasi  dan  akhirnya
mengalami kematian sel (apoptosis).

Berdasarkan uji statistika didapatkan
perbedaan yang signifikan antara KP1 dengan
KP3 (p=0.036). Hal tersebut membuktikan
bahwa KP3 (dosis 750 mg/kg BB) merupakan
dosis yang paling berpengaruh terhadap
peningkatan  apoptosis.  Sedangkan = KP2
menurun jika dibandingkan dengan KP1, hal
tersebut  disebabkan karena pada KP2
didapatkan beberapa sampel vyang telah
mengalami undiferentiated. Kemungkinan pada
KP2 hewan coba mengalami stres psikis, sesuai
dengan laporan Reiche et al (2004) yang
mengatakan bahwa stres psikis dapat memicu
dan memperparah kanker.?? Sehingga pada KP2
banyak sampel yang telah mengalami kanker
undiferentiated. Disisi lain, keadaan tersebut
dipengaruhi oleh sistem imun. Seperti diketahui
sistem imun merupakan salah satu faktor
predisposisi kejadian suatu kanker. Bila sistem
imun menurun maka progresivitas kanker
menjadi cepat. Mengingat hal tersebut, pada
penelitian ini kanker terjadi pada sel kelenjar
limfe dimana banyak didapatkan sel imun
kompeten, maka kemungkinan telah terjadi
penurunan sistem imun.

Dari  hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol kulit batang
Shorea seminis dapat meningkatkan jumlah
apoptosis sel kanker rongga mulut. Dosis 750
mg/kg BB merupakan dosis yang paling
berpengaruh terhadap peningkatan tersebut.
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