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ABSTRAK

Kejadian tumor pada hewan tergolong tinggi, dan terapi tumor
menggunakan bahan herbal dan substansi biologi merupakan salah satu metode
yang memiliki efek samping yang rendah. Indonesia memiliki berbagai tanaman
yang berpotensi sebagai anti tumor, salah satunya adalah keladi tikus (7.
flagelliforme) yang dipercaya dapat mengurangi perkembangan sel tumor.
Substansi biologi yang telah diketahui memiliki potensi sebagai antitumor adalah
interferon (IFN). Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari efek penggunaan
kombinasi ekstrak etanol keladi tikus (7. flagelliforme) dan interferon alamiah
sebagai agen antitumor. Penelitian ini menggunakan 18 ekor mencit betina galur
ddY yang diinduksi dengan 7.12-dimetilbenz (o) anthracne (DMBA) sebagai
substansi karsinogen. Mencit dibagi kedalam 6 kelompok, yaitu kelompok kontrol
(), kelompok ekstrak etanol daun keladi tikus (II), kelompok nCalFN (III),
kelompok nFelFN (IV), kelompok kombinasi ekstrak daun keladi tikus dan
nCalFN (V), dan kelompok kombinasi ekstrak daun keladi tikus dan nFelFN (VI).
Jaringan tumor yang terbentuk diberi bahan uji selama selama 4 minggu.
Selanjutnya semua jaringan tumor dikoleksi dan dibuat slide histopatologi yang
diwarnai dengan Hematoxylin-Eosin (HE) dan pewarnaan imunohistokimia
PCNA dan Caspase-3. Hasil pengamatan makroskopis menunjukkan permukaan
kulit yang mengalami tumor mengalami alopesia dan kemerahan. Pada indikator
penambahan diameter dan berat badan, terdapat perbedaan nyata antara kelompok
kontrol dengan kelompok yang diberi bahan uji (p<<0.05), dan terdapat perbedaan
nyata antara kelompok yang diberi bahan uji tunggal dibandingkan kelompok
yang diberi kombinasi (p<0.05). Pengamatan mikroskopis menunjukkan terbentuk
tiga jenis tumor yaitu anaplastic carcinoma, fibrosarcoma, dan squamous cell
carcinoma. Pada pengujian indeks mitosis dan angiogenesis terdapat perbedaan
nyata antara kelompok kontrol dengan kelompok yang diberi bahan uji (p<0.05),
dan terdapat perbedaan nyata antara kelompok yang diberi bahan uji tunggal
dibandingkan kelompok yang diberi kombinasi (p<0.05). Pengujian terhadap
PCNA dan Caspase-3, terdapat perbedaan yang nyata antara kelompok kontrol
dengan kelompok yang diberi bahan uji (p<0.05), dan terdapat perbedaan nyata
antara kelompok yang diberi bahan uji tunggal dibandingkan kelompok yang



diberi kombinasi (p<0.05). Kombinasi ekstrak etanol daun keladi tikus dan
interferon alamiah mampu menstabilkan berat badan, menghambat pertumbuhan
tumor, mengurangi terjadinya mitosis dan angiogenesis, serta menurunkan
ekspresi PCNA dan Caspase-3. Kelompok yang diberi kombinasi bahan uji
menunjukkan hasil yang lebih baik dibandingkan kelompok yang diberi bahan uji
tunggal.
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PENDAHULUAN

Tumor adalah gangguan pertumbuhan secara patologis yang ditandai
dengan proliferasi sel yang berlebihan dan abnormal [1]. Prevalesi tumor yang
tinggi (42.1%) ditemukan pada hewan karnivora, anjing dan kucing peliharaan
juga termasuk hewan yang memiliki tingkat kejadian tumor yang tinggi [2].
Pengendalian terhadap tumor biasanya dilakukan dengan pembedahan,
kemoterapi dan radio terapi. Pengobatan ini merupakan salah satu strategi untuk
pengobatan tumor, namun pengobatan ini memiliki kendala yaitu ketidak
mampuan dalam menargetkan sel tumor secara selektif dan munculnya resistensi
sel tumor yang dapat menurunkan optimalisasi pengobatan. Hampir semua
pengobatan yang digunakan pada kemoterapi memiliki efek samping yang
merugikan pada jaringan dan organ normal [3].

Pengobatan lain yang dapat digunakan untuk terapi tumor adalah
penggunaan herbal dan substansi biologi [4]. Indonesia merupakan salah satu
negara yang memiliki biodiversitas flora dan fauna terbesar di dunia. Indonesia
memiliki lebih dari 2500 spesies tanaman obat yang banyak digunakan oleh
masyarakat [5]. Salah satu tanaman obat yang memiliki potensial sebagai anti
tumor adalah keladi tikus (7. flagelliforme). Pada pengujian secara in vivo ekstrak
etanol daun keladi tikus mempunyai aktivitas antiproliferasi pada sel MCA-BI
dan MCM-B2 [4]. Pada pengujian in vitro daun keladi tikus memiliki potensi
yang tinggi untuk digunakan pada terapi kanker payudara [6].

Substansi biologi yang memiliki potensi sebagai pengobatan tumor adalah
interferon. Interferon (IFN) adalah protein dalam kelompok sitokin yang
diproduksi oleh tubuh sebagai akibat dari infeksi virus atau mikroba lainnya [7].
Interferon memiliki fungsi sebagai antivirus, antiproliferasi, antiinflamasi dan
imunomodulator [8]. Penggunaan interferon kucing omega rekombinan (rFelFN-
®) menunjukan adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan sel tumor pada
berbagai sel tumor anjing dan kucing yang di uji secara in vitro [9].

Saat ini belum ada laporan tentang hasil pengujian kombinasi ekstrak etanol
daun keladi tikus (7. flagelliforme) dengan interferon anjing alamiah (nCalFN)
atau interferon kucing alamiah (nFelFN) yang di uji secara in vitro pada tumor.
Penelitian ini bertujuan untuk menguji efektivitas kombinasi ekstrak etanol daun
keladi tikus (7. flagelliforme) dengan interferon anjing alamiah (nCalFN) atau
interferon kucing alamiah (nFelFN) pada sel tumor secara in vitro.



MATERI DAN METODA

Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Hewan Sekolah Kedokteran
Hewan dan Biomedis, IPB University dengan No: 153/KEH/SKE/X/2019.

Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus
Ekstrak etanol daun keladi tikus yang digunakan dalam penelitian ini
diperoleh dari penelitian sebelumnya [4].

Interferon

Pada penelitian ini digunakan interferon anjing alamiah (nCalFN) dan
interferon kucing alamiah (nFelFN). Interferon anjing alamiah (nCalFN) dan
interferon kucing alamiah (nFelFN) yang digunakan didapatkan dari penelitian
sebelunya [10].

Hewan Coba

Penelitian ini menggunakan 18 ekor mencit DDY betina berumur 5
minggu dengan berat badan 20-25 g. Mencit diaklimatisasi selama dua minggu,
diberi makan dua kali sehari dan minum ad libitum. Tikus dipelihara dalam wadah
plastik berukuran 35x20x15 cm yang dilapisi kawat, dan setiap wadah berisi 3
ekor tikus. Tikus dipelihara di ruangan sejuk di Unit Hewan Rumah Sakit Hewan
Pendidikan, IPB University.

Induksi Tumor

Induksi tumor pada mencit menggunakann 7,12-dimethylbenz(a)antracena
(DMBA) dengan dosis 25 pg/0,05 ml/ekor [11]. DMBA dilarutkan dalam pelarut
aseton hingga mencapai dosis yang diinginkan dan diinduksikan dua kali
seminggu secara subkutan pada punggung mencit selama 4 minggu. Setelah itu
dilakukan observasi hingga terbentuk tumor pada minggu ke 13.

Perlakuan Pemberian Bahan Uji
Tikus yang sudah diinduksi tumor pada tahap sebelumnya dibagi menjadi 6

kelompok. Pengelompokan mencit disajikan pada Tabel 1

Table 1 Pembagian Kelompok dan Perlakuan

Kelompok Perlakuan
1 Kontrol (placebo)
2 Ekstrak ethanol daun keladi tikus
3 nCalFN
4 nFelFN
5 nCalFN + Ekstrak ethanol daun keladi tikus
6 nFelFN + Ekstrak ethanol daun keladi tikus

Interferon diberikan dengan dosis 102 U/ekor, sedangkan ekstrak etanol
daun keladi tikus diberikan dengan dosis 120 mg/kg BB [4]. Massa tumor disuntik
dengan bahan uji secara intratumoral selama 3 hari berturut-turut, setiap minggu
selama 4 minggu [12]



Pengamatan Makroskopis

Gambaran makroskopis yang diperiksa meliputi kelainan kulit dan rambut
(alopecia, luka, koreng, dan warna massa tumor), massa tumor dan jaringan
sekitar massa tumor; diameter tumor (pengukuran menggunakan jangka sorong,
dilakukan setiap minggu secara vertikal dan horizontal); bentuk massa tumor
(bulat atau seperti kembang kol); berat badan mencit (ditimbang setiap minggu
menggunakan timbangan digital); dan pengamatan adanya massa tumor di bagian
tubuh lain. Pengamatan dilakukan pada hari ke-1 hingga hari ke-7 setelah terapi

Terminasi Hewan Coba

Setelah masa terapi dan observasi selesai, seluruh mencit diterminasi
menggunakan dosis letal anestesi (dosis tiga kali lebih tinggi dari dosis anestesi).
Anestetikum yang digunakan adalah kombinasi Ketamin dosis 300 mg/kg BB dan
Xylazine 2% dosis 15 - 30 mg/kg [13].

Pengambilan Sample dan Pembuatan Sediaan Histopatologi

Semua mencit yang telah diterminasi kemudian dinekropsi untuk
pengambilan masa tumor. Seluruh jaringan tumor difiksasi dalam NBF 10%,
diwarnai dengan Hematoksilin-Eosin (HE) atau dilanjutkan pewarnaan
menggunakan metode imunohistokimia berdasarkan protokol abcam DAB
staining kit seri ab64261 untuk PCNA dan Caspase 3.

Pengamatan Mikroskopis

Gambaran mikroskopis yang diamati adalah struktur sel tumor, diferensiasi
tumor, laju pertumbuhan, metastasis, indeks mitosis dan angiogenesis. Derajat
diferensiasi tumor digolongkan menjadi (a) diferensiasi baik, jika sel yang
terbentuk menyerupai sel asal yang tampak jelas, jembatan antar sel tampak jelas,
mitosis lambat dan tidak mengalami metastasis; (b) diferensiasi sedang, jika
bentuk sel kurang jelas, tersusun secara atipikal, laju pertumbuhan relatif lebih
cepat, jembatan antar sel yang tidak menonjol, mitosis relatif banyak, ukuran dan
bentuk sel bervariasi; (c) diferensiasi buruk, jika menunjukkan karakteristik sel
buruk, tidak ada jembatan antar sel dan terjadi mitosis yang tinggi: (d) tidak
berdiferensiasi, jika tidak menunjukkan karakteristik sel tertentu atau primitif atau
bentuk sel yang abnormal.

Pengamatan angiogenesis dilakukan dengan menghitung jumlah pembuluh
darah pada 5 lapang pandang mikroskopis dengan perbesaran 40 x 10, dilakukan
sebanyak dua kali lalu dirata-ratakan [15]. Indeks mitosis diperoleh dengan
menghitung jumlah sel yang mengalami mitosis pada 10 lapang pandang
mikroskopis dengan perbesaran 40x10 dan dirata-ratakan [16].

Pengamatan imunohistokimia dilakukan dengan pengukuran gray scale
value menggunakan perangkat /mageJ [17]. Parameter yang diukur adalah
positivitas dan intensitas warna. Nilai positivitas merupakan persentase area
positif yang dihitung pada 10 lapang pandang dengan perbesaran 40 x 10 [18],
sedangkan intensitas warna diukur pada 10 lapang pandang dengan perbesaran 40
x 10 [19]. Daerah yang lebih gelap memiliki nilai intensitas yang lebih rendah, hal
ini menyebabkan korelasi terbalik antara jumlah antigen dan nilai numeriknya.
Penyamaan nilai jumlah antigen dan nilai numeriknya dilakukan dengan metode
reciprocal intensity, dimana nilai maksimum pengujian intensitas dikurangi



dengan nilai intensitas yang diperoleh. Dengan demikian nilai jumlah antigen
sebanding dengan nilai numeriknya [20].

Analisis Data
Data kuantitatif hasil pengamatan makroskopis dianalisis dengan metode
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan. Semua data kualitatif
disajikan secara deskriptif.

HASIL

Makroskopis

Pada bagian kulit tempat induksi DMBA tumbuh massa tumor dengan kulit
yang mengalami kegundulan rambut/alopesia yang berwarna kemerahan. Hasil
pengamatan selisih pertumbuhan diameter tumor setiap minggunya disajikan pada
Tabel 2. Pada minggu pertama pertambahan diameter tumor tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0.05) pada kelompok kontrol (I) dibandingkan dengan
kelompok yang diberi bahan uji (I, III, IV, V, dan VI), namun pada kelompok
yang diberi bahan uji berupa kombinasi ekstrak etanol 7. flagelliforme dengan
nCalFN (V) atau nFelFN (VI) telah menunjukan tren penurunan ukuran diameter
tumor. Pada minggu ke dua terdapat perbedaan yang nyata (p>0.05) antara
kelompok kontrol (I) dan kelompok ekstrak (II) jika dibandingkan dengan
kelompok yang diberi bahan uji berupa interferon (III dan IV) serta kelompok
yang diberi bahan uji kombinasi ekstrak dan interferon (V dan VI). Pada minggu
ke tiga terdapat perbedaan yang nyata (p>0.05) antara kelompok kontrol (I) dan
kelompok ekstrak (II) jika dibandingkan dengan kelompok yang diberi bahan uji
berupa interferon (III dan IV) serta kelompok yang diberi bahan uji kombinasi
ekstrak dan interferon (V dan VI), terdapat perbedaan yang nayata (p>0.05) antara
kelompok interferon (III dan IV) terhadap kelompok kombinasi ekstrak dan
nFelFN (VI).

Kelompok yang diberi terapi nCalFN menunjukan adanya tren penurunan
pada minggu ke tiga. Hasil uji pada minggu ke empat menunjukkan perbedaan
yang nyata (p>0.05) antara kelompok kontrol (I) dan kelompok ekstrak (II) jika
dibandingkan dengan kelompok yang diberi bahan uji berupa interferon (III dan
IV) serta kelompok yang diberi bahan uji kombinasi ekstrak dan interferon (V dan
VI), serta terdapat perbedaan yang nayata (p>0.05) antara kelompok interferon
(IIT dan IV) terhadap kelompok kombinasi ekstrak dan interferon (V dan VI).

Table 2. Perbandingan penambahan diameter tumor antar minggu pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan

Penambahan diameter tumor (mm) dibandingkan minggu ke-0

Kelompok Minggu ke-1 Minggu ke-2 Minggu ke-3 Minggu ke-4
I 0.097+0.35% 0.193+0.06? 0.247+0.042 0.337+0.082

I 0.060+0.07* 0.187+0.07¢ 0.333+0.07* 0.310+0.102

I 0.003+0.132 0.007+0.11° -0.003+0.11° -0.013+0.12°

v 0.083+0.08? 0.033+0.08° 0.027+0.12° -0.007+0.14°

\Y% -0.040+0.10* -0.073+0.13° -0.100+0.12% -0.20340.05¢

VI -0.080+0.13* -0.077+0.03° -0.170+0.05¢ -0.213+0.07¢

Huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)



Hasil perbandingan penambahan berat badan mencit pada kelompok kontrol
dan kelompok yang diberi bahan uji disajikan pada Tabel 3. Pada minggu pertama
pertambahan diameter tumor tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0.05)
pada kelompok kontrol (I) dibandingkan dengan kelompok yang diberi bahan uji
(I, I, IV, V, dan VI). Pada minggu ke dua terdapat perbedaan yang nyata
(p>0.05) pada kelompok kontrol (I) dibandingkan dengan kelompok yang di beri
bahan uji nFelFN (IV), kombinasi ekstrak dan nCalFN (V), serta kombinasi
ekstrak dan nFelFN (VI). Pada mnggu ke tiga terdapat perbedaan yang nyata
(p>0.05) antara kelompok kontrol (I) dibandingkan dengan semua kelompok yang
diberi bahan uji. Hasil uji pada minggu ke empat menunjukkan perbedaan yang
nyata (p>0.05) antara kelompok kontrol (I) dibandingkan dengan semua
kelompok yang diberi bahan uji, serta terdapat perbedaan yang nayata (p>0.05)
antara kelompok interferon (II dan IV) dibandingkan dengan kelompok
kombinasi ekstrak dan interferon (V dan VI).

Tabel 3. Penambahan berat badan mencit pada kelompok kontrol dan kelompok

yang diberi bahan uji
Kelompok Penambahan Berat Badan Mencit (g) Dibandingkan Minggu ke-)

Minggu ke-1 Minggu ke-2 Minggu ke-3 Minggu ke-4

I -0.667+0.58* -1.667+1.53¢2 -3.667+0.58¢% -4.333+1.15%

I 0.333+0.58* 0.667+0.58% 1.333+1.15P 1.667+0.58"

11 -0.333.£2.08* 0.333+3.21%® 0.667+1.15° 1.667+0.58"

v 1.333+1.15° 2.000+1.00° 1.667+0.58° 2.333+0.58"

v 1.333+1.532 1.667+0.58° 2.333+1.15b 4.000+1.00¢

VI 0.667+0.58* 2.000+1.00° 3.667+0.58¢ 4.333+0.58¢

Huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)

Pengamatan Mikroskopik
Hasil pengamatan histopatologi karsinoma anaplastik, fibrosarkoma dan
karsinoma sel skuamosa disajikan pada Gambar 1

f




Gambar 1 Gambaran makroskopik tumor. 1: Anaplastic carcinoma; 2:
Fibrosarcoma; 3: Squamous cell carcinoma

Hasil dari pengamatan mikroskopis index mitosis dan angiogenesis. Hasil
pengamatan indeks mitosis dan angiogenesis di sajikan pada Tabel 5. Hasil indeks
mitosis dan angiogenesis menunjukan perbedaan yang nyata (p>0.05) pada
kelompok kontrol dibandingkan dengan semua kelompok yang diberi bahan uji.
Kelompok kontrol (I) memiliki nilai indeks mitosis 4.9+0.4 dan nilai angiogenesis
4.7+0.3. Kelompok ekstrak etanol daun keladi tikus (II) memiliki rataan indes
mitosis 3.3+0.6 dan rataan angiogenesis 3,1+0.5. Kelompok nCalFN (III)
memiliki rataan indeks mitosis 3.4+0.3 dan rataan angiogenesis 3.2+0.7.
Kelompok nFelFN (IV) memiliki rataan indeks mitosis 3.0£0.7 dan rataan
angiogenesis 2.9+£0.5. Kelompok kombinasi ekstrak etanol daun keladi tikus dan
nCalFN memiliki rataan indeks mitosis 1.5+0.3 dan rataan angiogenesis 1.5+0.5.
Kelompok kombinasi ekstrak etanol daun keladi tikus dan nFelFN memiliki
rataan indeks mitosis 1.5+0.4 dan rataan angiogenesis 1.2+0.5. Pada kelompok
yang diberi bahan uji berupa interferon menunjukan perbedaan yang nyata
(p>0.05) dibandingkan dengan kelompok yang diberi bahan uji berupa kombinasi
ekstrak dan interferon. Pemberian bahan uji berupa kombinasi ekstrak dan
interferon menunjukan hasil yang lebih baik dibandingkan pemberian interferon
tunggal.

Table 4 Hasil Duncan indeks mitosis dan angiogenesis

Kelompok Indeks Mitosis Angiogenesis
I 4.9+0.42 4.7+£0.32
I 3.3+0.6° 3,1+0.5°
11 3.4+0.3° 3.24+0.7°
v 3.0+0.7° 2.9+0.5°
v 1.5+0.3¢ 1.5+0.5¢
VI 1.5+0.4¢ 1.2+0.5¢

Huruf superskrip yang berbed pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)

Hasil pengamatan ekspresi PCNA pada pewarnaan imunohistokimia
disajikan pada gambar 2. Hasil pengamatan nilai positifitas dan intensitas ekspresi
PCNA di vuji lanjutan menggunakan Duncan. Hasil uji Duncan disajikan pada
Tabel 6. Pada uji Duncan terdapat perbedaan yang nyata (p<0.05) pada kelompok
kontrol dibandingkan dengan semua kelompok yang diberi bahan uji. Diantara
kelompok yang diberi bahan uji tunggal yaitu ekstrak etanol daun keladi tikus,
nCalFN, dan nFelFN terdapat perbedaan yang nyata (p<0.05) dibandingkan
kelompok yang diberi kombinasi ekstrak etanol daun keladi tikus dengan nCalFN
atau nFelFN. Pemberian kombinasi ekstrak etanol daun keladi tikus dengan
nCalFN atau nFelFN menghasilkan ekspresi PCNA yang lebih rendah
dibandingkan dengan pemberian tunggal.
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Figure 2 Ekspreasi PCNA pada jaringan tumor. Warna coklat menunjukan
ekspresi PCNA. A: Kelompok kontrol; B: Ekstrak etanol daun keladi
tikus; C: nCalFN; D: nFelFN; E: Kombinasi nCalFN dan ekstrak etanol
daun keladi tikus; F: Kombinasi nFelFN dan ekstrak etanol daun keladi
tikus.

Tabel 5 Hasil uji Duncan PCNA pada kelompok kontrol dan kelompok yang
diberi bahan uji

Kelompok Positifitas (% Area) Intensitas(AU)
Kontrol 25.6+4.02 190.7+1.22
Ekstrak 17.4+0.9° 181.2+2.1°
nCalFN 16.5+1.0° 179.1£3.4%
nFelFN 15.1+1.2° 174.9+2.0°

nCalFN-+Ekstrak 11.1£1.9¢ 157.6+5.8¢
nFelFN+Ekstrak 9.5+£2.0° 156.1+5.0¢

Huruf superskrip yang berbed pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)

Hasil pengamatan ekspresi Caspase-3 pada pewarnaan imunohistokimia
disajikan pada Gambar 3. Hasil pengamatan nilai positifitas dan intensitas
Caspase-3 menghasilkan jumlah rataan yang berbeda sehingga dilanjutkan dengan
pengujian Duncan. Hasil uji Duncan nilaipositifitas dan intensitas Caspase-3
disajikan pada Table 7. Kelompok control memiliki perbedaan yang nyata (p<0.05)
dibandingkan dengan semua kelompok yang diberi bahan uji. Pemberian bahan uji
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secara tunggal memiliki perbedaan yang nyata (p<0.05) dibandingkan kelompok
yang diberi bahan uji berupa kombinasi. Pemberian kombinasi ekstrak etanol daun
keladi tikus dan nCalFN atau nFelFN meberikan hasil nilai positifitas dan

intensitas yang lebih rendah jika dibandingkan dengan pemberian tunggal.

Figure 3 Ekspresi Caspase-3 pada jaringan tumor. Warna coklat menunjukan
ekspresi Caspase-3. A: Kelompok kontrol; B: Ekstrak etanol daun
keladi tikus; C: nCalFN; D: nFelFN; E: Kombinasi nCalFN dan ekstrak
etanol daun keladi tikus; F: Kombinasi nFelFN dan ekstrak etanol daun

keladi tikus.
Table 6 Hasil uji Duncan Caspase-3 pada kelompok kontrol dan kelompok yang
diberi bahan uji
Kelompok Positifitas (% Area) Intensitas(AU)
Kontrol 11.74£0.9° 160.7+£5.72
Ekstrak 15.3+0.8° 179.5+4.6°
nCalFN 15.4+1.4° 177.9+3.6°
nFelFN 14.4£0.7° 181.1£2.9°
nCalFN+Ekstrak 18.2+0.3¢ 192.3+4.9¢
nFelFN+Ekstrak 20.2+2.44 193.5+1.7°

Huruf superskrip yang berbed pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata (p<0.05)
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PEMBAHASAN

Hasil pengamatan makroskopik tumor ditemukan tiga jenis tumor yang telah
dikonfirmasi secara mikroskopik, yaitu fibrosarcoma, squamous cell carcinoma
dan anaplastic carcinoma. Fibrosarcoma secara makroskopis berbentuk masa
padat dan lunak, dan adanya area nekrosis, ulkus, atau pendarahan yang sering
terjadi akibat keganasan tumor [21]. Pada penelitian ini bagian kulit yang
ditumbuhi tumor fibrosarcoma mengalami alopesia, ulkus, tumor berbentuk
massa padat, dan berwarna kemerahan. Squamous cell carcinoma secara
makroskopis berwarna kemerahan, berbentuk massa menonjol dengan keropeng
dipermukaannya [22]. Pada penelitian ini bagian kulit yang mengalami squamous
cell carcinoma juga mengalami alopesia, berwarna kemerahan disertai keropeng
di bagian permukaan tumor. Secara makroskopis anaplastic carcinoma berbentuk
masa padat, besar, dan bagian permukaannya mengalami nekrotik yang meluas
dengan cepat [23].

Hasil pengukuran delta diameter tumor menunjukan nilai yang berbeda pada
setiap kelompok. Pada kelompok ekstrak (II) walaupun secara statistik sampai
akhir waktu pengamatan mendapatkan hasil yang tidak berbeda nyata dengan
control, namun pada kelompok ini terjadi penurunan diameter tumor. Pemberian
ekstrak etanol keladi tikus dapat menghambat perkembangan tumor. Ekstrak
etanol keladi tikus mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, saponin, steroid,
terpenoid dan glikosida [24]. Kandungan terpenoid dan flavonoid mampu
menghambat perkembangan tumor dan mengurangi volume tumor [25].
Penggunaan interferon dapat menurunkan perkembangan sel tumor dengan
menginduksi penghentian siklus sel tumor, apoptosis, dan nekroptosis [26].

Hasil pengukuran penambahan berat badan mencit pada kelompok I
mengalami penurunan setiap minggunya. Penurunan berat badan pada mencit
disebabkan oleh perubahan metabolisme dan penurunan lipogenesis akibat tumor
[27]. Flavonoid yang terkandung dalam ekstrak etanol daun keladi tikus dapat
menaikkan berat badan pada pengidap tumor [28]. Flavonoid mampu menangkap
Reactive Oxygen Species (ROS) secara langsung, mencegah regenerasi ROS dan
secara tidak langsung dapat meningkatkan aktivitas antioksidan enzim antioksidan
seluler. Pencegahan terbentuknya ROS oleh flavonoid dilakukan dengan beberapa
cara, yaitu menghambat kerja enzim xantin oksidase dan Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate (NADPH) oksidase, serta mencegah reaksi redoks yang
dapat menghasilkan radikal bebas [29]. Flavonoid dapat menurunkan peroksidasi
lipid akibat ROS [30]. Penggunaan interferon dalam terapi tidak memberikan efek
yang signifikan terhadap perubahan berat badan [31].

Hasil pengamatan histologi terbentuk tiga jenis tumor yaitu anaplastic
carcinoma, fibrosarcoma dan squamous cell carcinoma. Secara histologi
anaplastic carcinoma terlihat biphasic, tersusun dari epitel malignant dan
mesenkimal, memiliki karakter tumbuh dengan cepat dan tingkat prognosis yang
rendah [32]. Fibrosarcoma merupakan tumor malignant yang tersusun dari
spindel-spindel fibroblast yang berubah secara patologis dengan tingkat
perkembangan yang sangat tinggi [32]. Squamous cell carcinoma tersusun dari
sel-sel epitel squamous dan keratin pearl.

Pada pengamatan indeks mitosis dan angiogenesis pemberian ekstrak etanol
daun keladi tikus yang dikombinasi dengan interferon memberi hasil yang lebih
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baik dari pada pemberian tunggal. Mitosis merupkan proses perbanyakan sel yang
menghasilkan sel baru dan identik secara genetik. Penghitungan indeks mitosis
dapat digunakan sebagai dasar penentuan ukuran tumor, tingkat proliferasi, dan
agresivitas [33]. Ekstrak etanol daun keladi tikus mengandung flavonoid yang
dapat digunakan untuk terapi tumor. Setelah dilakukan proses fraksinasi dan
isolasi dapat diidentifikasi flavonoid yang terkandung dalam ekstrak daun keladi
tikus merupakan 6C-glucosyl apigenine yang disebut juga isovitexin [34].

Isovitexin dari daun keladi tikus dapat meningkatkan apoptosis. Peningkatan
proses apoptosis terjadi karena isovitexin meningkatkan kadar miR-34a sehingga
dapat meningkatkan protein Bax dan menurunkan protein Bcl-2 dan Mcl-1 [35].
Daun keladi tikus juga dapat menurunkan produksi COX-2, penurunan COX-2
dapat meningkatkan terjadinya apoptosis [36]. Penggunaan IFN dapat menekan
produksi sel K562 yang dapat menginduksi apoptosis melalui peningkatan
ekspresi protein Fas dan FasL [37]. IFN dapat menurunkan pertumbuhan sel
tumor melalui penghentian siklus sel pada fase G1 melalui jalur miR-29a/b [38].
Penggunaan kombinasi keladi tikus dan IFN pada penelitian ini menunjukkan
penurunan tingkat mitosis yang lebih baik dibandingkan dengan pemberian
tunggal.

Angiogenesis merupakan proses pembentukan pembuluh darah baru. Proses
angiogenesis sangat penting untuk membawa nutrisi dan oksigen ke daerah tumor,
selain itu angiogenesis juga dibutuhkan dalam proses perkembangan dan
metastasis tumor [39]. Isovitexin dalam keladi tikus dapat menghambat HIF-1a
sehingga dapat menurunkan gen penyandi hipoksia yang menyandi transforming
growth factor beta 1 (TGF- al), vascular endothelialgrowth factor (VEGF),
platelet derived growth factor o (PDGFa), glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), enolase 1, collagen III, dan aldolase A yang
menyebabkan penurunan potensi metastasis dan penurunan angiogenesis [12].

Pemberian interferon mampu menghambat proses angiogenesis. IFN dapat
menstimulasi jalur antitumor melalui pensinyalan sorafenib (multikinase inhibitor)
pathway yang juga memiliki efek angiogenik [40]. Penggunaan IFN-o dalam
terapi tumor terbukti mampu menghambat perkembangan sel endothelial dengan
menghambat aktivitas zat angiogenik seperti bFGF, IL-8, dan MMP-9 [41].
Interferon a-inducible protein 27 (IFI27) juga menunjukkan aktivitas
antiangiogenik dengan menurunkan sekresi vascular endothelial growth factor
(VEGF-A) dengan cara menurunkan regulasi AP-1 dan AP-2 (c-jun dan c-fos)
[42]. Penggunaan nCalFN dan nFelFN memiliki efek antiangiogenik yang sama
dengan interferon lainnya. Dalam penelitian ini penggunaan kombinasi IFN
dengan ekstrak daun keladi tikus mampu menurunkan terjadinya angiogenesis
yang lebih baik dibandingkan pemberian tunggal.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) merupakan salah satu protein
yang dibutuhkan untuk perkembangan tumor. Kandungan isovitexin dalam
ekstrak daun keladi tikus mampu menurunkan apoptosis dan menurunkan ekspresi
PCNA [43]. Penurunan ekspresi PCNA terjadi karena perbaikan ekspresi gen p53,
yang merupakan faktor transkripsi untuk ekspresi p21. Meningkatnya ekspresi
p21 dapat menghambat sistesis DNA dengan menonaktifkan PCNA [44].
Penggunaan IFN sebagai agen terapi dapat menghambat ekspresi PCNA.
Penggunaan IFNy pada kasus oral squamous cell carninoma nampu menghambat
ekspresi PCNA [45]. Peningkatan kadar IFNP pada jaringan tumor dapat
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menurunkan ekspresi PCNA [46]. Pada penelitian ini didapatkan hasil kombinasi
antara ekstrak daun keladi tikus dan interferon memberi hasil yang lebih baik
dibandingkan pemberian tunggal.

Caspase termasuk kedalam golongan cysteine protease yang berperan peting
dalam proses proliferasi dan inflamasi. Caspase-3 merupakan regulator utama
untuk terjadinya apoptosis, caspase-3 dapat memotong protein-protein fungsional
di dalam sel sehingga terjadi apoptosis [47]. Isovitexin dalam ektrak daun keladi
tikus dapat meningkatkan kadar Bax dan caspase-3 secara signifikan [48].

Kandungan linoliac acid dalam daun keladi tikus dapat berikatan dengan
peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY) dan mengaktivasi caspase-9
dan caspase-3 [49]. [IFNy mampu menginduksi dan mengaktitkan caspase-8 yang
menstimulasi terbentuknya caspase-3, pensinyalan ini diawali dengan pengaktivan
regulator Fas [50]. Penggunaan IFNB155 pada melanoma dapat meningkatkan
aktivitas caspase-3 mencapai sepuluh kali lebih tinggi dibandingkan dengan tanpa
IFNB155 [51]. Pemberian terapi kombinasi keladi tikus dengan IFN mendapatkan
nilai caspase-3 yang lebih tinggi dibandingkan dengan pemberian tunggal.

KESIMPULAN

Kombinasi ekstrak daun keladi tikus (7. flagelliforme) dan interferon
alamiah mampu menjaga kestabilan berat badan, menghambat pertumbuhan tumor,
menghambat mitosis, menghambat angiogenenis, menurunkan ekspresi PCNA,
dan meningkatkan ekspresi caspase-3. Kombinasi ekstrak daun keladi tikus (7.
flagelliforme) dan interferon alamiah mendapatkan hasil yang lebih baik dari peda
pemberian tunggal.
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